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El propóleo es un producto apícola de composición compleja preparado por las abejas a partir de las 
resinas que extraen de los árboles, con el fin de utilizarla en las colmenas como recubrimiento y como 
agente protector contra infecciones y ataques de microorganismos; en la medicina tradicional es 
ampliamente utilizado como tratamiento en diversas enfermedades incluyendo el cáncer. La 
composición de los propóleos está determinada por la zona geográfica y las especies vegetales que lo 
producen, de tal forma que sus propiedades físico químicas pueden variar biogeográficamente. El 
objetivo de esta investigación se centró en la evaluación de la actividad genotóxica del propóleo 
proveniente de diferentes apiarios de Cundinamarca y Boyacá (Colombia). La metodología utilizada 
para alcanzar este objetivo, incluyó el montaje de una batería de dos pruebas de genotoxicidad en 
linfocitos de sangre periférica humana: ensayo de micronúcleos (MN) y la prueba de cometa (SCEG). 
Se utilizaron dos muestras de propóleo: Universidad Nacional de Colombia (UN) y San Mateo – Boyacá 
(SM); se realizaron extracciones etanólicas de cada muestra y se evaluaron cuatro concentraciones 
(0,0156; 0,0312; 0,0468 y 0,0624 µg/µL). Los resultados más relevantes de cada una de las pruebas 
demuestran que existe una diferencia entre los propóleos que provienen de regiones geográficas 
distintas, tanto en la composición química como en su actividad biológica,  se observaron efectos 
citotóxicos y genotóxicos para ambos tipos de propoleo que se relacionaron con el incremento de las 
concentraciones y con el tipo de propóleo. El análisis estadístico que se llevó a cabo fue prueba Chi
2
 
para el ensayo de MN y ANOVA con prueba Tukey para el ensayo cometa, determinando que hay 
diferencias significativas entre las concentraciones evaluadas y respecto al control. Finalmente se 
concluyó que la muestra (UN) produce más daño en todas las concentraciones evaluadas que la muestra 
(SM) sobre linfocitos de sangre periférica humana y que pueden ser evaluadas con los ensayos de MN y 
del Cometa. 
 













Propolis is a hive product of complex composition prepared by bees from resins extracted from trees, to 
use in beehives as a coating and as a protective agent against infections and attacks of microorganisms 
in traditional medicine widely used as a treatment for several diseases including cancer. The 
composition of propolis is determined by the geographical area and the plants that produce it, so that 
their physical and chemical properties vary biogeographically. The objective of this research is focused 
on the evaluation of the genotoxic activity of propolis from different apiaries of Cundinamarca and 
Boyacá (Colombia). The methodology used to achieve this objective, included a battery assembling two 
genotoxicity tests in human peripheral blood lymphocytes: micronucleus assay (MN) and comet test 
(SCEG). Two samples of propolis: National University of Colombia (UN) and San Mateo - Boyacá 
(SM) ethanolic extractions were performed on each sample and evaluated four concentrations (0.0156, 
0.0312, 0.0468 and 0, 0624 ug / ul). The most relevant results for each of the tests show that there is a 
difference between propolis originating from different geographical regions, both in chemical 
composition and in its biological activity, the cytotoxic and genotoxic effects observed for both types of 
propolis that related with increasing concentrations and the type of propolis. The statistical analysis was 
carried out Chi
2
 test for the MN assay and ANOVA with Tukey for comet assay for determining that 
there are significant differences between the concentrations evaluated and compared to control. Finally 
it was concluded that the sample (UN) produces more damage in all concentrations tested the sample 
(SM) on human peripheral blood lymphocytes and which can be evaluated with the MN test and Comet 
assay. 
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El propóleo es una sustancia resinosa de color amarillo verdoso, pardo o marrón que tiende a 
oscurecerse cuando se seca y es elaborado por las abejas (Apis mielífera) cuando obtienen parte de los 
exudados de diferentes plantas en su mayoría leñosas y resinosas como el pino, el ciprés y el eucalipto 
[1, 2]. Al mezclarlo con su saliva forman un material moldeable y resistente que utilizan para recubrir 
los espacios más pequeños de la colmena, para embalsamar a los pequeños insectos invasores y de 
manera particular para proteger a la colonia de ataques de microorganismos oportunistas como hongos, 
bacterias, parásitos etc. [3] . 
 
Las plantas que producen secreciones orgánicas de tipo resinoso, son particularmente árboles de tipo 
conífera que se encuentran distribuidos en casi todas las áreas geográficas del planeta [2]. Esta resina 
orgánica varía entre las especies que la producen tanto en color, viscosidad, aroma, y hasta en su 
composición química de acuerdo con [3, 4]. Al ser un producto del metabolismo secundario de las 
plantas, cumple una función en cuanto a la interacción entre planta y medio ambiente en lo que respecta 
a su protección contra herbívoros y ataques de microorganismos, por lo tanto tiene un nivel de toxicidad 
particular según los requerimientos de cada especie. 
 
Las abejas no sólo utilizan el propóleo para recubrir las colmenas sino que refuerzan con éste la 
estabilidad de la estructura de la colmena y reducen las vibraciones causadas por agentes externos que 
puedan provocar daños, como el viento [3]. La cantidad de propóleo que se produce por colmena 
depende de la época de pecoriación y de las especies vegetales que abunden en los alrededores, por 
ejemplo en zonas donde no haya abundancia de especies de coníferas, la producción no es muy alta y 
por lo general la cantidad de material colectado en un año se aproxima a los 200 o 300 g por colmena 
[3]. 
 
Esta baja producción hace que el producto final que se comercializa, no sea 100% propóleo y por lo 
tanto no tenga las características naturales de la mezcla colectada directamente de las colmenas. Al 
poseer sustancias adicionales, no es posible que se pueda caracterizar químicamente y de igual manera 
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determinar su actividad biológica. Es por esta razón que la materia de estudio de este proyecto es el 
propóleo colectado directamente de las colmenas. 
 
Como el propóleo se forma a partir de las resinas, adquiere las propiedades físicoquímicas de las plantas 
que las producen y es por esto que se presume que su actividad biológica  no sólo tiene que ver con su 
actividad repelente de organismos oportunistas sino que también posee una actividad celular y 
molecular definida y determinada por cada uno de sus componentes [5]. 
 
La historia del uso del propóleo entre la población humana ha sido ampliamente estudiada desde siglos 
atrás, tanto así que su utilización es casi similar a la de las plantas , sobre todo el ámbito del tratamiento 
de enfermedades por parte de la medicina tradicional y popular, por ejemplo afecciones respiratorias, 
enfermedades del tracto gastrointestinal, como agente antiséptico y cicatrizante, entre otros [6, 7]. Estos 
estudios están de acuerdo entre sí en que muchos propóleos de diversas áreas geográficas en el mundo, 
muestran tener una actividad biológica, que podría ser o no similar entre ellos, según su origen y las 
características fitoquímicas adquiridas de las especies botánicas de que proceden [5, 8, 9]. 
 
Esta variabilidad de caracteres botánicos y biogeográficos hacen que resulte difícil estandarizar la 
composición química y los efectos del propóleo en diferentes sistemas biológicos sin embargo, debido a 
que su producción tiene un gran interés económico en la apicultura mundial y nacional [10, 11], es 
importante que se desarrollen estudios para evaluar, no solo las características fitoquímica s, sino 
también los efectos biológicos, farmacológicos y genotóxicos que tienen sobre todo aquellas mezclas 
que estén próximas a ser comercializadas. 
 
El propóleo ha llamado la atención en los últimos años por ser un agente útil y potencial con aplicación 
en productos farmacéuticos, en el sector de la salud y de los alimentos, sin embargo, el carácter de 
inocuidad otorgado por el ser humano a los productos de origen vegetal, hace que la regulación de su 
uso sea cada vez más difícil e insuficiente. 
 
Para el caso específico de Colombia la legislación a través del Ministerio de Salud en su Decreto 3553 
de 2004, presenta los requisitos legales que deben tenerse en cuenta para el uso apropiado de productos 
naturales, que correspondan a preparaciones farmacéuticas, las cuales requieren de un registro que 
documente el proceso de fabricación, control de calidad y los estudios de toxicidad [12]. 
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En Colombia se han desarrollado estudios que evalúan las propiedades biológicas y farmacológicas de 
diferentes tipos de propóleo. Instituciones de educación superior como es el caso de la Universidad 
Nacional de Colombia, sedes Medellín y Bogotá han aportado al estudio de esta resina en cuanto a su 
caracterización fisicoquímica y la evaluación de la actividad biológica [13],  sin embargo, estos estudios 
no han sido suficientes para impulsar la comercialización de este producto a nivel nacional [11]. 
 
Los departamentos de Boyacá y Cundinamarca tienen alta actividad apícola en el país [11], ambos 
cuentan con áreas geográficas variadas y por ende especies de plantas diferentes de donde las abejas se 
proveen de resinas para producir propóleo. Con este estudio se pretende evaluar la posible actividad 
genotóxica de dos muestras provenientes una de cada departamento  y observar si existen diferencias en 
cuanto a la naturaleza, composición química y actividad genotóxica. 
 
  











1. Caracterizar los extractos etanólicos de los propóleos provenientes de diferentes apiarios de 
Cundinamarca y Boyacá [Colombia] 
 
2. Identificar y cuantificar el efecto genotóxico de los extractos etanólicos de propóleo 
provenientes de distintas regiones en los departamentos de Cundinamarca y Boyacá, 
mediante las técnicas de micronúcleos y ensayo cometa. 
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1.1.1 Características físicas 
 
Se trata de la sustancia resinosa y gomosa presente en las yemas, sobre todo en las nuevas, de diferentes 
plantas en su mayoría leñosas: (árboles, arbustos y algunas herbáceas); que es recolectada por las abejas 
pecoreadoras y almacenada en las cestillas de su tercer par de patas en donde la transportan hasta la 
colmena y la mezclan con su saliva para formar lo que finalmente se va a conocer con el nombre de 
propóleo [2, 7]. 
  
Los productos que colectan las abejas, néctar y polen, se denominan por su origen botánico sin 
embargo, el “propóleo” es un término apícola que no tiene una derivación botánica única, los materiales 
disponibles para que las abejas “fabriquen” el producto final son sustancias activamente secretadas y 
exudadas por las heridas de las plantas, son materiales lipofílicos en hojas y brotes foliares: mucílagos, 
gomas, resinas, látex, etc. [4, 13] .  
 
Esta mezcla es de color verde, marrón o incluso negro según su origen botánico. Tiene olor dulce, 
agradable y con sabor frecuentemente amargo, es difícil de remover de la piel humana ya que interactúa 
fuertemente con los lípidos y proteínas de la piel [10]. La consistencia varía según la temperatura; por 
debajo de los 15 ºC es duro y frágil, entre los 30-35 ºC es suave y moldeable, llegando a los 60 ºC es 
pegajosa y se funde a los 60-70 ºC [14] . Es prácticamente insoluble en agua, pero soluble en solventes 
orgánicos como benceno, acetona, éter y alcohol, razón por la cual la mayoría de las aplicaciones en el 
uso diario se realizan a través de extractos etanólicos [10]. 
  
Esta resina balsámica es utilizada para recubrir la colmena, reforzarla y mantener las condiciones 
salubres libre de bacterias, virus, parásitos y demás agentes patógenos que pudieran provocar un 
desequilibrio en la salud de la colmena [15, 16]. Además, los cadáveres de los insectos y pequeños 
vertebrados intrusos que logran entrar a la colmena, son momificados con propóleo para evitar la 
proliferación de enfermedades infecciosas y el ataque por insectos necrófagos [5, 17].  




Etimológicamente la palabra propóleo deriva del griego pro que significa protección o defensa y polis 
ciudad, es decir  “defensa de la colmena” [2, 5]. Desde que el hombre domesticó a las abejas, ha 
introducido a su estilo de vida los productos del trabajo de éstas; el propóleo es uno de estos tantos que 
le proporciona beneficios al hombre, siendo la historia de su uso muy antigua, reportada casi de 300 
años antes de Cristo [17]. Hipócrates (460-377 a. C) prescribió el uso de esta sustancia resinosa para 
curar heridas y úlceras. En el antiguo Egipto el propóleo representaba una “sustancia de poder” utilizada 
por los reyes para curar enfermedades, embalsamar a los muertos y como materia prima para realizar 
ornamentos de gran valor [17, 6].  
 
En la antigua Roma, Plinio el Grande escribió acerca de los numerosos usos medicinales que se le 
asignaban al propóleo: los extractos se utilizaron para eliminar sustancias tóxicas de la piel, reducir 
inflamaciones, suavizar tejidos, aliviar dolores de nervios y curar llagas. A principios del siglo XVII los 
europeos comenzaron a utilizar los ungüentos a base de propóleo como un producto medicinal que fue 
descrito en el libro “La historia de las plantas” de John Gerard [17]. Para la misma época en América 
Latina los Incas lo empleaban como agente antipirético [5, 18]. En Francia, el término propóleo se 
encuentra en la literatura general desde el siglo XVI. En Sudáfrica, durante la Guerra Anglo-Boer, fue 
utilizado con vaselina para la preparación de ungüentos para curar las heridas de guerra. Esto ayudó a 
salvar la vida de muchos soldados, ya que los antibióticos no estaban aún disponibles  En la Segunda 
Guerra Mundial, las clínicas y hospitales soviéticos utilizaron propóleos para la cicatrización de las 
heridas y como agente antimicrobiano, obteniendo excelente resultados [17]. 
 
En Colombia el propóleo actualmente es utilizado en forma de extracto etanólico y como medicamento 
sobre todo en tratamientos de infecciones respiratorias y para reforzar el sistema inmune. El potencial 
comercial de este producto en el ámbito nacional aumenta de manera sobresaliente frente a otros 
productos del mismo origen apícola tales como la miel, la jalea real y la cera de abeja. Este incremento 
en la demanda se explica en parte por los numerosos estudios que se han realizado con propóleos de 
varias regiones del país, que demuestran la actividad antimicrobiana para diferentes especies de 
bacterias, hongos, virus y parásitos. 
 
El Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos (INVIMA) es la autoridad encargada 
de la ejecución de las políticas en materia de vigilancia sanitaria y control de la calidad de los productos, 
entre muchos, los biológicos y productos naturales homeopáticos. Muchas presentaciones que están en 
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el mercado tienen registro INVIMA y se comercializan  como suplementos alimenticios y 
medicamentos de origen natural, sin embargo, la composición de todos se basa en una mezcla de otras 
sustancias apícolas y vegetales y en la mayoría de casos no tienen el porcentaje de cada compuesto por 
lo que se dificulta estudiar y estandarizar la composición química de estos productos comerciales. 
 
1.1.3 Composición química y actividad farmacológica 
 
El propóleo obtenido directamente de las colmenas, también conocido como propóleo grosero, se 
compone de alrededor de 50% de resina de bálsamo, 30% de cera, 10% de aceites esenciales y 
aromáticos, 5% de polen, y 5% de otros componentes, incluyendo fragmentos de madera [17].  
 
La composición y actividad biológica del propóleo es muy compleja, variable y está íntimamente 
relacionada con las especies botánicas que existen en la zona de recolección, los metabolitos 
secundarios sintetizados por el tipo de plantas, el ecosistema, el clima, el ciclo de vida de las plantas, las 
enzimas salivares de las abejas, entre otros. El conjunto de estos elementos otorga propiedades 
específicas de acción y pueden explicar la posible toxicidad del propóleo. (Figura 1) [5], [19]. 
 
 
Figura 1. Causas principales que otorgan características tóxicas del propóleo 
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El propóleo es una mezcla heterogénea tanto por el tipo de elementos que los componen como por sus 
proporciones [15]; la composición química es una información generalmente preliminar debido a que la 
colecta de propóleo es una actividad realizada por las abejas y casi siempre tiene lugar en las partes más 
altas de los árboles. Por ejemplo se ha encontrado que para el caso de la zona tropical las especies de 
plantas más relacionadas con la recolección de propóleo pertenecen a los géneros: Clusia, Araucaria, 
Baccharis etc. [2].  
 
Se han identificado cerca de 300 componentes de distintos tipos de propóleo en el mundo, incluyendo 
compuestos orgánicos volátiles, en su mayoría de naturaleza fenólica como flavonoides, lignanos, 
agliconas, ácidos aromáticos y sus derivados, aldehídos fenólicos, ésteres, alcoholes, terpenos, 
sesquiterpenos, quinonas, coumarinas, esteroides y aminoácidos, entre otros [2], [4], [20]. 
 
Las actividades terapéuticas y biológicas se le atribuyen, generalmente, a sus compuestos de naturaleza 
fenólica [15], [4]. Algunos ácidos hidroxicinámicos como el ácido p-cumárico y el ácido caféico 
(CAPE) que están presentes en la pared de las células vegetales, además de ser muy abundantes, 
presentan actividad antibacteriana [16], citotóxica [21], antioxidante [22], inmunomoduladora y 
hepatoprotectora [23], [24]. 
  
Por otro lado, los lignanos son un grupo de compuestos químicos presentes en las plantas y son uno de 
los principales estrógenos, son compuestos de defensa de las plantas puesto que presentan actividad 
antibacteriana, antifúngica, nematicida, insecticida y son conocidos como antioxidantes. En la 
actualidad se cree que pueden tener efectos quimioprotectores contra cánceres hormonodependientes 
como el de mama y el de próstata [25].  
 
Los flavonoides son los compuestos más abundantes encontrados en el propóleo, todas las plantas los 
sintetizan en menor o mayor cantidad, ya que todas comparten la vía biosintética básica pero el 
resultado final varía entre familias e incluso especies. Tienen diferentes funciones dentro de las plantas: 
protección contra la luz UV, defensa ante el herbivorismo por la creación de sabores desagradables, 
regulación del transporte de hormonas, mediante la pigmentación atrae polinizadores y tiene acción 
antifúngica (fitoalexinas) [10]. Estos compuestos han sido ampliamente estudiados debido a su actividad 
antibacteriana: (galagnina, pinocembrina y pinostrobina), antiviral y alguna actividad citotóxica: 
chrysina, kaempferol, acacetina, entre otros [4]. 
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Se ha encontrado que algunos propóleos tienen actividad supresora de la síntesis de ADN en células 
mononucleares de sangre periférica humana, siendo una respuesta dosis-dependiente. Estos efectos son 
mediados al menos en parte por el CAPE y algunos flavonoides como la quercetina [26]. Las 
actividades anticancerígena, antioxidante, antiinflamatoria antiviral también han sido estudiadas en 
modelos de líneas celulares tumorales como células de ovario de hámster y línea celular de leucemia, 
entre otras  [6], [27], [28]. El CAPE actúa como antioxidante y presenta efecto citotóxico en células 
tumorales humanas y aquellas viralmente transformadas, tiene acción inhibitoria sobre la ciclooxigenasa 
II, de manera que puede bloquear los mecanismos de inflamación y reduce la respuesta inflamatoria, 
dolorosa y febril [21]. 
 
Varios estudios han sido publicados en relación con el efecto del propóleo en el ciclo celular, por acción 
de los compuestos que inducen o inhiben la progresión mitótica. Uno de los componentes relacionados 
con este hecho es la artepillina C que muestra inhibición mitótica en células tumorales  y se identificó 
que la inhibición del ciclo celular tiene lugar entre las fases G1/S o G2/M [9]. Igualmente se ha sugerido 
que otro componente, crisina, tiene la habilidad de bloquear las células en fase G1 del ciclo celular [27]. 
 
Se han estimado efectos genotóxicos a diferentes concentraciones de extractos alcohólicos y acuosos del 
propóleo. En altas concentraciones se han observado daños genotóxicos, contrario a lo que ocurre en 
bajas concentraciones donde se demuestra que el propóleo puede ser un agente quimioprotector de daño 
cromosómico que puede ser inducido por cualquier agente genotóxico  [27, 29].  
 
Igualmente se ha demostrado que altas concentraciones de extracto etanólico de propóleo, reducen 
significativamente el índice mitótico y el índice de proliferación de los linfocitos de sangre periférica 
humana [29]. Aunque se ha estimado que la mayoría de efectos sobre el material genético son 
producidos por compuestos como los flavonoides, el ácido caféico entre otros, se considera que la 
actividad del propóleo puede deberse no al comportamiento específico de sus componentes aislados sino 
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La integridad del ADN constituye un aspecto fundamental para la salud y el buen funcionamiento de los 
organismos vivos sin embargo, este material genético es susceptible a daños causados por numerosos 
agentes y/o procesos. Aunque la mayoría del daño que se produce en el material genético es reparado 
eficientemente por una compleja maquinaria enzimática de reparación, parte de éste escapa a este 
proceso y se convierte entonces en una base para el desarrollo potencial de un proceso carcinogénico 
[30, 31]. 
 
Las mutaciones puntuales son la causa de muchas enfermedades y es la evidencia substancial de la 
aparición de oncogenes y genes supresores de tumores en células somáticas en humanos y en animales 
de experimentación. Existe una clara relación entre el daño primario en el ADN, mutagenicidad y 
carcinogenicidad, los múltiples daños secundarios en el ADN afectan la salud de un organismo de tal 
forma que se puede ver afectada la calidad de vida [31]. 
 
La genética toxicológica es una disciplina científica que nace de la necesidad de evaluar el potencial que 
tienen algunos agentes físicos, químicos y/o biológicos para inducir alteraciones genéticas como 
mutaciones genéticas, cambios en los cromosomas, en estructura y en número, en células somáticas o 
germinales puntuales [32]. Esta capacidad de interacción con el material genético se define como 
genotoxicidad. La estrecha relación que hay entre mutágenos y carcinógenos es el foco de atención para 
la genética toxicológica tanto en las ciencias ambientales como en las médicas [33]. 
 
El efecto de un agente genotóxico depende tanto del blanco celular como de su acción directa o 
indirecta y de la interacción que tiene con las proteínas involucradas en la integridad del genoma [34].   
Según ello, un agente puede generar: cambios en las pares de bases, aberraciones cromosómicas 
estructurales por clastogénesis, pérdida de cromosomas enteros o parte de ellos por aneugénesis, 
alteraciones en el ADN, alteraciones en los mecanismos de reparación y en los eventos de 
recombinación mitótica, entre otros [35, 36]. 
  
Los protocolos de las pruebas de genotoxicidad  han sido estandarizados por la Organización para la 
Cooperación y el Desarrollo Económico (OECD), con el fin de detectar las mutaciones genéticas, 
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cromosomales y otras tantas alteraciones del ADN, utilizando modelos de estudio procariotas y 
eucariotas y así mismo sistemas de pruebas in vitro e in vivo [37]. Para el desarrollo de una evaluación 
completa del potencial genotóxico de los agentes, se debe seguir un orden jerárquico para observar el 
nivel de organización de ADN en el cual se genera el daño. Se identifican cuatro niveles: mutación 
génica (nivel 1), mutación cromosómica (nivel II), daño primario del ADN (nivel III), y 
transformaciones celulares en poblaciones humanas (nivel IV) [37]. 
 
La estandarización de los ensayos en genotoxicología también se realiza mediante la realización de 
pruebas que evalúan el efecto anticancerígeno de diferentes compuestos, algunos de estos se encuentran 
en plantas que sirven como alimento y medicina, como ejemplo se tiene a los flavonoides de algunas 
frutas y vegetales, los componentes fenólicos del té, algunos polifenoles del vino y algunas vitaminas, 
fitoestrógenos etc. [33, 34]. 
 
La evaluación genotóxica de compuestos fitofármaccéuticos es, en la actualidad, obligatoria e 
indispensable para determinar qué tan posible es su consumo y lanzamiento al mercado [33]. En los 
productos y preparados a base de sustancias vegetales, algunos tienen bien establecidos los perfiles de 
seguridad, que puede ser confirmado por la historia de uso medicinal documentada sin embargo, en 
algunos casos en que la seguridad se desconoce o se sospecha, las investigaciones no clínicas pueden ser 
necesarias [38, 39]. 
 
Actualmente existe un gran interés por los complementos alimenticios de origen vegetal, ya que se cree 
que dichos productos tienen la capacidad de disminuir los factores de riesgo para casi todas las 
enfermedades; esto permite que tengan una amplia acogida entre los consumidores que a menudo 
consideran que lo “natural” está libre de compuestos químicos y por lo tanto es “seguro” para la salud; 
premisa que debe reconsiderarse y controlarse conociendo de antemano que muchos ingredientes de 
origen botánico contienen toxinas que incluso pueden tener efectos genotóxicos [34, 38, 39] 
1.2.2 Biomarcadores de genotoxicidad 
  
Los biomarcadores son indicadores de eventos celulares o moleculares que ocurren en la interacción 
entre el agente genotóxico y las células y permiten la determinación de sus posibles efectos en la salud 
humana. Pueden clasificarse en biomarcadores de exposición, de susceptibilidad y de efecto [40]. 
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Un biomarcador de exposición es definido como una sustancia o su metabolito exógeno o el producto de 
una interacción entre un agente xenobiótico y las moléculas o células blanco que es medida por su 
compartimento dentro de un organismo [41] 
 
Un biomarcador de efecto es definido como una medida bioquímica, fisiológica, comportamental o 
alguna otra alteración dentro de un organismo que, dependiendo de la magnitud, puede ser asociada a 
una enfermedad o a un daño establecido para la salud. Con las técnicas de aberraciones cromosómicas, 
cromátides hermanas, micronúcleos, ensayo cometa y test de mutaciones génicas se pueden identificar 
este tipo de biomarcadores  [41]. 
 
El biomarcador de suscepibilidad se define como un indicador de una habilidad adquirida o inherente de 
un organismo, a responder a los cambios de exposición de un agente xenobiótico. Los polimorfismos 
genéticos representan un ejemplo de indicador individual de susceptibilidad a los compuestos químicos 
[41]. 
 
1.2.3 Evaluación de la genotoxicidad en cultivos celulares 
 
Un cultivo celular se utiliza para promover el crecimiento de células in vitro en donde se proporcionan 
las condiciones físico-químicas para su mantenimiento y crecimiento en un medio artificial [42]. Los 
resultados de los estudios iniciales de células animales in vitro, permiten que el diseño experimental sea 
más eficiente en términos de economía de tiempo y recursos. 
 
Uno de los usos de los sistemas de cultivo celular es el estudio de la toxicidad de algunos agentes sobre 
diferente tipos de células, en donde las condiciones experimentales pueden ser estrictamente controladas 
y existe la oportunidad para el análisis detallado de los mecanismos de acción tóxica a nivel celular [43]. 
Particularmente el uso de tejidos humanos o de sistemas celulares in vitro ofrece las herramientas para 
analizar los efectos de agentes externos en estudio en células en un ambiente artificial sin interferencia 
de varios factores presentes en el organismo intacto [44]. 
 
 Linfocitos de sangre periférica humana 
 
Las muestras de sangre han sido una herramienta eficaz a la hora de hacer evaluaciones de la capacidad 
genotóxica de diversos agentes, siendo los linfocitos las células más utilizadas. Las células al estar en 
constante circulación, refleja la exposición global del organismo considerando su estado celular, nuclear 
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y metabólico (incluyendo ADN). Según los requerimientos del ensayo, se pueden disponer de las células 
de dos maneras: linfocitos aislados y sangre total. Los linfocitos aislados son muy sensibles a la 
toxicidad de los agentes y se utilizan para sistemas in vitro. La sangre total en cultivo refleja de manera 
más fehaciente la situación in vivo, considerando el resto de componentes de la sangre, que pueden 
intervenir en la activación metabólica de promutágenos o en la misma degradación de algunos agentes 
genotóxicos, [44, 45]. 
 
Las ventajas de trabajar con linfocitos incluyen: facilidad de obtención y el establecimiento en cultivos, 
son una población células sincrónicas, presentan un ciclo celular corto y bien establecido, poseen un 
cariotipo estable y bien caracterizado, son células ampliamente utilizadas desde hace décadas, 
conforman un sistema sensible para evaluar variedades de daño genético que se miden mediante varias 
técnicas: aberraciones cromosómicas, micronúcleos, intercambio de cromátides hermanas, ensayo 
cometa, mutaciones, etc., al ser células humanas disminuyen los posibles errores de la extrapolación de 
resultados [43, 45]. 
 
Dentro de las desventajas están: los linfocitos estimulados en ocasiones no son el blanco del agente a 
evaluar, la capacidad metabólica es limitada, al ser una población heterogénea, las subpoblaciones 
pueden diferir tanto en funciones como en estructura, haciendo que su sensibilidad a determinados 
agentes tóxicos también difiera [45]. 
 
 
1.2.4 Ensayos de genotoxicidad 
 
Los ensayos de toxicidad en general tienen como objetivo principal la detección de la actividad tóxica 
de las sustancias  a evaluar y pueden llevarse a cabo en variados tipos celulares (linfocitos, HeLa, 
hepatocitos, fibroblastos etc.). Para evaluar la toxicidad se utilizan ciertos parámetros tanto estructurales 
como funcionales tales como: la integridad de la membrana, la viabilidad, crecimiento celular, 
capacidad de división y medición del metabolismo[30].  
 
Los ensayos de genotoxicidad se definen como pruebas in vivo e in vitro diseñadas para detectar 
compuestos que inducen daño genético directamente o indirectamente por varios mecanismos. Estas 
pruebas brindan una amplia gama de posibilidades de estudio como sensibilidad, efectividad, 
repetitividad, bajo costo y facilidad de los procedimientos y sobre todo la validez de los resultados 
obtenidos y los riesgos para la salud humana [46].  
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Es necesario estimar diversos tipos de alteraciones biológicas con el fin de evaluar el fondo del 
potencial genotóxico/mutagénico de una sustancia, lo que requiere el uso de varios biomarcadores de 
efecto (batería de ensayos). Principalmente los métodos de evaluación in vitro se basan en estudios con 
células bacterianas, de animales y de plantas [38].  
 
  Ensayo de Micronúcleos 
 
El ensayo de micronúcleos es un ensayo que permite medir ex vivo, rupturas o pérdidas de cromosomas 
[47]. Este ensayo descrito por  primera vez en la década de los setenta por Schmid y Heddle como una 
alternativa sencilla para valorar daño cromosómico in vivo o in vitro en poblaciones de células en 
división como la médula ósea y sangre [46]. Es actualmente uno de los métodos más utilizados en 
ensayos citogenéticos y en el campo de la toxicología genética para evaluar daños producidos por 
diferentes agentes químicos y físicos [47, 48]. 
 
Los micronúcleos se expresan en células en división y son formados por fragmentos de cromosomas en 
su mayoría acéntricos y/o cromosomas enteros que, por errores durante la replicación y división del 
ADN, no se trasladaron a los polos del huso durante la mitosis, produciendo pérdidas cromosómicas en 
los núcleos principales y un reparto no equitativo del material genético [47], [46].  En la telofase, una 
“membrana” nuclear se forma alrededor de los cromosomas y fragmentos rezagados formando unas 
estructuras definidas que, gradualmente toman la morfología de un núcleo en interfase, con la 
característica de ser de tamaño menor que el núcleo principal y por esta razón se denominan 
micronúcleos (Figura 2). 
 
 
Figura 2. Formación de Micronúcleos 
 
Los micronúcleos (MN) pueden ser detectados utilizando diferentes tinciones para ADN y su frecuencia 
puede ser cuantificada microscópicamente o por citometría de flujo [46]. Es importante saber que los 
MN solo se pueden detectar en células eucariotas en división sin embargo, dado que en una misma 
población celular no todas las células se dividen al mismo tiempo y que aún es desconocido el destino 
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de los MN luego de más de una división nuclear, es necesario trabajar con células que han completado 
una sola división nuclear [48]. 
 
Uno de los métodos más utilizados para controlar la división nuclear y poder observar micronúcleos en 
linfocitos humanos es el ensayo de micronúcleos con bloqueo de la citocinesis (CBMN). Esta técnica 
describe el uso de la citocalasina B (Cyt-B), la cual en concentraciones adecuadas previene la división 
citoplásmica más no la nuclear [49] debido a su acción como inhibidor de  la polimerización de la 
actina. De esta manera las células, después de pasar por una división mitótica, pueden ser reconocidas 
por su típica apariencia como células binucleadas en interfase y los MN pueden ser identificados y 
contados [49, 50].  
 
Este ensayo de CBMN es un sistema que permite medir daños en el ADN, la citostasis y la 
citotoxicidad. Los efectos citostáticos son medidos teniendo en cuenta la proporción de células mono, bi 
y multinucleadas y la citotoxicidad por el número de células en apoptosis y necrosis [49]. En los eventos 
de daño del ADN se cuantifican los micronúcleos como un biomarcador de rupturas cromosómicas 
(clastogenicidad) y/o pérdida de cromosomas completos (aneugenicidad); puentes nucleosómicos  como 
biomarcadores de ADN sin reparar y/o fusiones de telómeros de los cromosomas dicéntricos o 
cromátides que son expulsadas al polo opuesto de la célula en anafase que  y las “yemas” nucleares 
como biomarcadores de eliminación o amplificación del ADN y/o complejos de ADN reparado, este 
ADN amplificado se encuentra selectivamente en la periferia del núcleo y es eliminado por medio de las 
gemaciones para formar un micronúcleo durante la fase S del ciclo celular y se caracterizan por tener la 




Figura 3. Formaciones de rezagos de cromosomas 
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Criterios para la lectura de micronúcleos en cultivos de linfocitos humanos  
 
Los MN deben ser contados en aquellas células que han completado una división nuclear a continuación 
de la estimulación con fitohemaglutinina (PHA) reconocidas por su apariencia binucleada luego de 
haber sido adicionada la Cyt-B. En condiciones óptimas del cultivo se deben producir el 35-60% o más 
de células binucleadas como una proporción de células viables a las 72 horas de haber sido estimuladas 
(PHA) [47]. En las tablas 1,2 y 3 se resumen los criterios que se deben tener en cuenta en un conteo de 
micronúcleos, puentes y gemaciones. 
 
Tabla 1. Criterios para seleccionar células con presencia de micronúcleos [Tomado de  43,48] 
Todas las células deben ser binucleadas (BN) 
Los dos núcleos deben tener la membrana nuclear intacta y estar situados en el mismo espacio citoplasmático. 
Los dos núcleos de la célula BN deben tener tamaño e intensidad del colorante similar. 
Los dos núcleos dentro de una célula BN pueden estar unidos por un puente nucleoplasmático fino que no es más amplio de una 
cuarta parte del diámetro del núcleo mayor. 
Los dos núcleos principales se pueden tocar pero no solaparse, una célula con dos núcleos superpuestos puede contarse solo si el 
límite de cada núcleo es distinguible 
La membrana celular debe estar intacta y ser claramente distinguible desde el límite citoplasmático hasta las células adyacentes 
 
Tabla 2. Criterios para contar micronúcleos (MN) [Tomado de 43,49] 
El diámetro de los MN generalmente varía entre 1/16 y 1/3 del diámetro del núcleo principal. 
Los micronúcleos son de forma ovalada o redonda y no son refractantes  
No se conectan con el núcleo principal aunque puede tocarlo sin sobreponerse y su membrana puede distinguirse fácilmente. 
Los MN generalmente tienen la misma intensidad de colorante que los núcleos principales pero ocasionalmente el colorante  
puede verse más intenso 
 
Los puentes pueden observarse en células que han sido expuestas a agentes clastogénicos, y se trata de 
un puente permanente entre los dos núcleos principales y se deben a cromosomas dicéntricos en los que 
los centrómeros fueron desplazados hacia los polos opuestos durante la anafase. 
Tabla 3. Criterios para contar  gemaciones y puentes nucleosómicos [Tomado de 47] 
El ancho de los puentes puede variar considerablemente pero no excede de ¼ del diámetro de los núcleos principales. 
La intensidad del colorante de los puentes y gemaciones debe ser igual al de los núcleos. 
Las células binucleadas con puentes nucleoplasmáticos pueden o no tener uno o más MN 
Las gemaciones deben estar ligadas al núcleo principal 
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 Ensayo cometa 
 
La electroforesis de células individuales (SCGE por sus siglas en inglés single cell gel electroforesis) o 
ensayo cometa, es una técnica que permite medir el daño en la banda de ADN en células individuales en 
ensayos in vivo e in vitro [53]. Su aplicabilidad es amplia y abarca estudios en varias áreas del 
conocimiento: aplicaciones clínicas, monitoreo de la salud humana, biología de la radiación, genética 
toxicológica y genética ecotoxicológica [54]. 
 
El ensayo cometa es una herramienta sencilla, conveniente, rápida y sensible para evaluar muchos tipos 
de células, y por lo tanto se puede utilizar para células cultivadas o aisladas de animales tratados, 
incluyendo humanos [45]. Mediante esta técnica, se pueden detectar daños inducidos por agentes 
químicos o físicos, razón por la cual en años recientes, fue ampliamente utilizado en la vigilancia de 
daños en el ADN en poblaciones expuestas a agentes genotóxicos, en la evaluación del tratamiento del 
cáncer y otras estudios de campo [53], [55]. 
 
El fundamento de este ensayo radica en que las células de interés, embebidas en un gel de agarosa, son 
lisadas con soluciones de sales y detergentes, el ADN expuesto es sometido a electroforesis con pH 
alcalino. Las rupturas que se han producido en el material genético generan fragmentos medianos o 
cortos con migración más rápida que semejan la cola de un cometa después de una corrida 
electroforética, donde la cabeza es ADN renaturalizado y la cola es el ADN fragmentado que migró 
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Figura 5. Estructura de un cometa 
 
El método se comenzó a establecer en 1978 con Rydberg y Johanson y posteriormente con Ostling y 
Johanson en 1984 y desde entonces, se ha mejorado en cuanto a la sensibilidad y reproducibilidad del 
ensayo y se han introducido variaciones en el ensayo para determinar diferentes tipos de daños en el 
ADN como rupturas en cadena simple o doble y modificaciones en las bases o el uso de FISH 
(hibridación fluorescente in situ) que permite la localización específica de los sitios lábiles al alcali. Es 
recomendable, el uso de este ensayo junto con otros métodos relacionados a estudios de genotoxicidad 
tales como micronúcleos, aberraciones cromosómicas entre otros [53, 56, 57]. 
 
En principio el tipo de daño que se identifica con esta técnica es la ruptura de la cadena simple y doble 
que resulta en una migración de fragmentos de ADN, fácilmente identificados por su mayor movimiento 
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en una electroforesis a pH neutro, según los primeros ensayos realizados por Ostling y Johanson. Las 
rupturas de cadena simple no producen fragmentos de ADN, a menos que sean expuestas a una 
desnaturalización de las hebras, a un pH más alcalino que sea superior a 12 [45]. 
 
Entre las ventajas que ofrece esta técnica están: obtener información del daño a nivel de células 
individuales, teniendo en cuenta que cualquier población de células eucariotas es susceptible de análisis 
en estudios in vivo e in vitro; esta técnica ofrece alta sensibilidad, lo que la hace aplicable a diferentes 
modelos para establecer la relación dosis-respuesta con dosis muy bajas. A diferencia de otras técnicas, 
con el ensayo cometa se pueden detectar entre 50 y 15.000 rupturas por célula [58]; no es necesario 
trabajar con células en división y se requiere bajo número de células por muestra (<10.000); [50], [59]. 
 
El ensayo cometa está siendo aplicado dentro de las baterías de estudios de biomonitorización en 
poblaciones humanas, en lo que respecta al área de la salud y en algunas situaciones de riesgo 
ocupacional. Por ejemplo para el caso de la evaluación de un agente tóxico, al que pueda estar expuesto 
un individuo o una población, las muestras biológicas utilizadas son: sangre, orina, saliva, cabello, etc. 
Las células sanguíneas, específicamente linfocitos de sangre periférica, son las más utilizadas para la 
estandarización de la técnica, debido a las ventajas que ofrecen para estudios de genotoxicidad, 
anteriormente descritos [45, 59]. 
 
Para la valoración del grado de daño en el ADN detectado por el ensayo cometa, se emplean para su 
análisis, diversos software como el CometScore
TM
, que considera los siguientes parámetros: la longitud 
de la cola (máxima migración del ADN), porcentaje de ADN migrado (fracción total de ADN en la 
cola), y momento de cola (longitud de la cola por el porcentaje ADN en cola), valores que dependen del 
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2. Metodología 
2.1 Tipo de estudio 
Se realizó un estudio experimental-descriptivo: se manipuló una variable experimental no 
comprobada (tipos de propóleo), en condiciones rigurosamente controladas (concentraciones 




La figura 6 resume el proceso completo que se llevó a cabo para la caracterización de las dos 






Figura 6. Proceso general de caracterización del propóleo 
 
2.2.1 Obtención de la muestra 
 
Se recolectaron dos muestras de propóleo directamente de las colmenas por el método de raspado: una 
en el departamento de Biología de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogotá a 2600 msnm., 
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con predominancia de vegetación de bosque seco montano bajo. La segunda muestra se colectó en el 
apiario Los Pedregales del municipio de San Mateo Boyacá, ubicado a 2200 msnm, con predominancia 
de vegetación de bosque seco premontano. 
 
De manera práctica se asigna la siguiente convención para nombrar las dos muestras según su 
procedencia: 
 
 Propóleo de la Universidad Nacional de Colombia de Colombia: UN (Figura 7 a.) 
 Propóleo del municipio de San Mateo: SM (Figura 7 b.) 
 
 
Figura 7a. Propóleo UN      7b. Propóleo SM 
 
2.2.2 Extracto etanólico 
 
El protocolo se llevó a cabo en el laboratorio de Biotecnología Ambiental del Instituto de Biotecnología 
de la Universidad Nacional de Colombia de Colombia, con el objetivo de obtener una alta concentración 
de compuestos químicos del propóleo solubles en alcohol, para su posterior análisis fitoquímico y 
evaluación genotóxica. 
 
La metodología se diseñó tomando en consideración estudios previos de extracción etanólica de 
compuestos del propóleo reportados por investigadores [54,55,56,57]. El protocolo finalmente 
desarrollado fue un conjunto de procedimientos anteriormente evaluados y adaptados a las condiciones 
del trabajo. 
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Se tomaron aproximadamente 100 g de cada una de las muestras, se congelaron con nitrógeno líquido y 
se maceraron manualmente en un mortero de cerámica hasta volverlo polvo (Figura 8). Se retiraron 
partículas como maderas, insectos y piedras.  
 
 
Figura 8. Pulverización del propóleo 
Se pesaron 75 g de cada muestra pulverizada y se mezclaron con 150 mL de etanol (96%) y se dejaron 
en agitación (Shaker) durante 24 horas a temperatura ambiente y en ausencia de luz. Cumplido el 
tiempo, se filtró en embudo y papel de filtro y al residuo sólido obtenido se le adicionaron 150 mL de 
EtOH y se sometió nuevamente a agitación durante 24 horas. Este procedimiento se repitió 2 veces más. 
El residuo sólido final se secó utilizando un desecador con CaCl2 y el solvente se evaporó mediante 
destilación al vacío en un rotaevaporador a 45°C y 50 rpm obteniéndose el extracto final como se 
muestra en la Figura 9. 
 
 
Figura 9. Destilación al vacío del extracto etanólico del propóleo en rotaevaporador 
 
Posteriormente las muestras fueron congeladas a -70ºC durante 24 horas y se pasaron al liofilizador a     
-45ºC durante otras 24 horas. El material liofilizado se almacenó protegido de la luz a 4ºC antes de su 
utilización. Finalmente se calcularon los rendimientos obtenidos en el proceso de extracción con EtOH 
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2.2.3 Caracterización cromatográfica 
 
La práctica se llevó a cabo en el laboratorio de Plantas Medicinales del Departamento de Farmacia 
Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia de Colombia, con el fin de realizar el 
perfil de la composición química cualitativa de los extractos etanólicos de las dos muestras de propóleo, 




El protocolo se realizó con base en estudios previos cuyos autores utilizaron protocolos similares [13, 
14, 64, 65]. El protocolo finalmente desarrollado se adaptó según los requerimientos del trabajo. 
 
Los perfiles cromatográficos de los extractos etanólicos se establecieron empleando cromatografía de 
capa delgada (ccd), utilizando como fase estacionaria cromatoplacas de aluminio Kiesegel 60 F254 
(0.25 mm, Merck) y como sistema de elución una mezcla de cloroformo y metanol (9:1). La detección 
se realizó con luz ultravioleta a longitudes de onda corta (254 nm) y larga (310 nm) y mediante 
aspersión de las placas con revelador de Godin para detectar esteroides y triterpenos posterior al 
calentamiento de las placas, NP-PEG para detectar flavonoides y Dragendorff para detectar alcaloides. 
 
2.2.4 Perfil palinológico 
 
El protocolo se llevó a cabo en el laboratorio de Palinología del Instituto de Ciencias Naturales de la 
Universidad Nacional de Colombia de Colombia, con el fin de determinar e identificar las familias, 




El análisis de polen se llevó a cabo siguiendo la metodología descrita en trabajos anteriores [66]. La 
obtención de polen se inició mediante la mezcla de 0,5 g de propóleos con 15 mL de alcohol absoluto 
durante 24 horas. Al residuo obtenido después de la centrifugación se adicionó KOH al 10% durante 2 
min. en baño de María. El sedimento se lavó en agua destilada, se filtró y se mantuvo en ácido acético 
glacial durante una noche. Luego de la acetólisis, al sedimento de polen se le adicionó una mezcla de 
AcOH: H2SO4 concentrado (9:1), en baño María a una  temperatura de 80 ºC durante aproximadamente 
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3 min. y se lavó con agua. Después del lavado, el sedimento se montó con gelatina glicerinada sobre un 
portaobjetos, no se hizo tinción. La evaluación se hizo por observación directa en microscopio y la 
identificación de las especies y/o familias se realizó con ayuda de claves taxonómicas especializadas. 
 
2.2.5 Concentraciones  
 
Se tomaron10 mg de cada uno de los extractos etanólicos de propóleo y se disolvieron en 200 µL de 
dimetil sulfóxido (DMSO) al 99.8%. Se realizaron dos diluciones para lograr una concentración de 
1:4 de propóleo: medio de cultivo RPMI 1640. Figura 10 
 
 
Figura 10. Diluciones propóleo 
 
Las concentraciones se calcularon a partir de la fórmula: 
Volumen inicial x Concentración inicial = Volumen final x Concentración final 
V1xC1=V2xC2 
 
Frasco 1 Stock madre= 10.000 µg/ 200 µL = 50 µg/µL 
Frasco 2 Dilución 1=100 µL x 50 µg/µL / 400 = 12,5 µg/µL 
Frasco 3 Dilución 2= 200 µL x 12,5 µg/µL/ 800 = 3,12 µg/µL 
DMSO en la última dilución: a una concentración de 6.2% del volumen total de la solución. 
 
2.3 Ensayos de Genotoxicidad 
 




Se tomaron 6 mL de sangre de una donante sana de 27 años, no fumadora, ni consumidora de 
medicamentos ni sustancias psicoactivas y tampoco presentaba antecedentes de enfermedades 
genéticas de base. La muestra se tomó por venopunción y se almacenó en vacuntainer a temperatura 
ambiente con heparina sódica hasta su utilización: entre 1 a 3 horas después.  
 
2.3.2 Condiciones de cultivo 
 
Se utilizaron linfocitos de sangre periférica humana para cada prueba. Las condiciones del cultivo 
fueron las siguientes: 
 
4,0 mL de medio de cultivo RPMI- 1640 GIBCO; 75 µL de fitohemaglutinina forma M de GIBCO/ 
INVITROGEN; 0.5 mL de suero fetal bovino INVITROGEN; 100 µL de Penicilina 100 U/mL, 
Estreptomicina 100 µg/mL (GIBCO) y 500 mL de muestra de sangre total. 
 
Para las pruebas de viabilidad se trabajaron linfocitos aislados para evitar la interferencia de los 
glóbulos rojos para el conteo en el hematocitómetro y para las pruebas de genotoxicidad se utilizó 
sangre total para similar las condiciones normales del organismo. 
 
2.3.3 Ensayo de viabilidad: 
 
Se utilizó el protocolo de aislamiento de linfocitos con base en protocolos estandarizados [47] y se 
realizaron adaptaciones según requerimientos y condiciones de trabajo: 
 
Se mezclaron 2 mL de sangre total con 2 mL de medio RPMI- 1640 y se hizo una mezcla por 
inversión. 
 
La mezcla anterior se adicionó lentamente, a un tubo que contenía 2 mL de Hystopaque- Ficoll, 
evitando que se rompiera la tensión superficial. Se llevó a centrifurar a 3500 rpm durante 30 min., a 
temperatura ambiente 
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En un tubo estéril se transfirió la interfase entre el Ficoll y el plasma y se completaron 4,5 mL con 
medio de cultivo. Se centrifugó por 2500 rpm durante 10 min a temperatura ambiente. Se retiró el 
sobrenadante y se resuspendió el botón en 1mL de medio de cultivo RPMI 1640. 
 
De esta suspensión final se tomaron 50 µL para cada ensayo, se tomaron 6 diluciones diferentes de 
propóleo (2,5; 5; 7,5; 10; 15; 20 µL) de cada dilución madre (stock, dilución 1 y dilución 2), el 
volúmen total se completó a 500 µL con medio de cultivo RPMI 1640.    
 
Para el control negativo se colocó la suspensión celular solo con el medio de cultivo y para evaluar el 
disolvente se colocó la suspensión celular en el medio de cultivo con el DMSO en las concentraciones 
más altas de cada dilución teniendo en cuenta que no superaron el 1%  (ver tabla 4). Teniendo en 
cuenta que las células muertas iban a ser teñidas por el colorante, no se realizó un experimento con 
controles positivos, donde iba a ser evidente la muerte celular. Cada uno de los cultivos se incubó 
durante 2 horas a 37ªC. Posteriormente se tomaron 5 µL de cada una de las suspensiones y 5 µL de 
azul tripán y se realizaron conteos en el hematocitómetro (Cámara de Neubauer) para calcular el 
número de células vivas  (Figura 11 y figura 12).  
 
 
Figura 11. Preparaciones de cada ensayo. 
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En la tabla 4 se resume el diseño que se llevó a cabo para la determinación final de la concentración 
del propóleo según los ensayos de viabilidad. 
 
Tabla 4 Concentraciones del co-solvente (DMSO) 
 

























* Concentraciones evaluadas para viabilidad. 
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Tabla 5. Diseño ensayo de viabilidad 
 




Dilución Concentración inicial de la 
solución de propóleo µg/µL 
Volumen inicial de 
la solución de 
propóleo  
 µL 
Concentración final de la 































Figura 12 Hematocitómetro 
 
Se cuentan las células de los 4 recuadros de las esquinas, se saca el promedio el cual se multiplica por 
el factor de dilución y la constante k = 10.000: 
 
Total de células/4 x Factor de dilución x 10.000 = No. de células por mL. 
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Una vez determinada la viabilidad celular, se calcularon las concentraciones finales para los ensayos 
de micronúcleos y cometa dependiendo del volumen a utilizar en cada uno, así: 
 
Tabla 6. Concentraciones Ensayo de Micronúcleos  
Ensayo de micronúcleos 
Volumen final 
del cultivo µL 
Concentración inicial de la 
solución de propóleo µg/ µL 
Volumen de la solución 
de propóleo en el cultivo 
µL 
Concentración final de la solución 
de propóleo en el cultivo µg/ µL 
5000 3,12  25 0,0156 
5000 3,12  50 0,0312 
5000 3,12  75 0,0468 
5000 3,12  100 0,0624 
 
Tabla 7. Concentraciones ensayo cometa 
Ensayo cometa 
Volumen final 
del cultivo  µL 
Concentración inicial de la 
solución de propóleo µg/ µL 
Volumen de la solución de 
propoleo en el cultivo 
propóleo µL 
Concentración final de la 
solución de propóleo en el cultivo 
µg/ µL 
1000 3,12  5 0,0156 
1000 3,12 10 0,0312 
1000 3,12  15 0,0468 
1000 3,12  20 0,0624 
 
2.3.4 Ensayo de micronúcleos 
 
El protocolo de micronúcleos se llevó a cabo en el Laboratorio de Citogenética del Instituto de Genética 
de la Universidad Nacional de Colombia de Colombia, con el objetivo de evaluar los efectos 
clastogénicos y aneugénicos del extracto etanólico del propóleo en cultivos de linfocitos de sangre 
periférica humana mediante el ensayo de micronúcleos. 
 
Protocolo de siembra: 
 
1. Se colectaron 6 mL de sangre total en tubos con heparina sódica, los tubos se almacenaron a 
temperatura ambiente (20-22ºC), hasta su utilización. 
2. Se realizaron doce cultivos para evaluar las 4 concentraciones de cada propóleo, un control con 
DMSO al 0,12 % y el control negativo (medio de cultivo RPMI 1640).   
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3. Cada cultivo tenía 4.5 mL de medio RPMI 1640, 0,5 mL de suero fetal bovino (SFB), 100 µL de 
Penicilina 100 U/mL, Estreptomicina 100 µg/mL y 75 µL de fitohemaglutinina forma M. 
4. Se homogenizó la mezcla y se llevó a incubación durante 72 horas a 37ºC (Figura 13). 
5. 44 horas después de haber colocado la fitohemaglutinina (PHA), se adicionaron 40 mL de una 
solución que contenía 5,5 µg/mL de citocalacina Cyt-B. 
Nota: en ensayos preliminares se evalúo el efecto positivo de algunos compuestos que producen 
micronúcleos, se determinó que los linfocitos de sangre periférica si eran sensibles a compuestos 
genotóxicos y la presencia de las anomalías nucleosómicas evidenciaban que había daño. 
 
 
Figura 13. Cultivos para micronúcleos 
 
Protocolo de cosecha y tinción 
 
1. 28 horas después de adicionar la Cyt-B se llevaron las células a un choque hipotónico con 1 mL de 
solución hipotónica (KC1, 0,075 molar) durante 1 minuto. 
2. Se detuvo la actividad hipotónica adicionando 1 mL de fijador Carnoy. 
3. Se homogenizó la mezcla y se centrifugó a 1200 rpm durante 10 min. 
4. Se eliminó el sobrenadante y se resuspendió el botón, se adicionaron 7 mL de fijador y se refrigeró 
a -20ºC durante 30 min. 
5. Se centrifugó de nuevo a 1200 rpm durante 10 min. eliminando el sobrenadante y resuspendiendo el 
botón 2 veces más hasta que el botón quedara totalmente limpio. 
6. Luego de la limpieza se resuspendió el botón final con 0,5-1 mL de fijador y se gotearon las láminas. 
7. Una vez secas las láminas se tiñeron con Giemsa y se observaron al microscopio ZEISS en aumento 
25X, se contaron 1000 células binucleadas por concentración, y se tuvieron en cuenta los siguientes 
criterios de inclusión de conteo: células binucleadas con uno o más micronúcleos, células binucleadas 
con yemas y células binucleadas con puentes nucleosómicos. De igual forma se determinó el índice 
mitótico. No te tuvieron en cuenta las células apoptóticas ni necróticas debido a que se utilizó solución 
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hipotónica y esta puede hacer que algunas células se estallen y podría dar falsos positivos [47]. La figura 





Figura 14. Procedimiento general ensayo micronúcleos 
 
Para el análisis estadístico se realizó un método de estadística no paramétrica de probabilidad, basada 
en frecuencias de cada biomarcador (micronúcleos, gemaciones, puentes nucleosómicos) utilizando la 
prueba de Chi-cuadrado de bondad de ajuste. 
 
2.3.5 Ensayo cometa 
 
En una caja de 24 pozos se incubaron 100 µL de sangre total (> 200.000 linfocitos)  con 900 µL de 
medio de cultivo RPMI 1640, se evaluaron las 4 concentraciones de propóleo anteriormente 
establecidas. Se dejaron en incubación a 37ºC por 4 horas. Como control negativo se colocaron las 
células con solo medio de cultivo y para el otro control se utilizó el co-solvente DMSO a la 
concentración de 0,12 %. Como en los ensayos preliminares se evalúo el efecto positivo de algunos 
compuestos que producen cometas, se determinó que los linfocitos si eran sensibles a compuestos 
genotóxicos y la presencia de cometas, respecto al control negativo evidenciaban el efecto positivo 
(daño) .Figura 15.  
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Figura 15. Preparación ensayo cometa 
 
Finalizado el tiempo de incubación se retiró el contenido de cada pozo, se centrifugó y se descartó el 
sobrenadante de cada tubo. Se realizaron pruebas de viabilidad celular, que más del 90% de células 
vivas. 
 
Se prepararon las láminas portaobjetos se colocaron en el horno de 60°C junto con la agarosa de bajo 
punto de fusión 20 a 30 min. antes de comenzar la prueba.  
 
Se colocaron 150 µL de agarosa de punto de fusión normal en el portaobjeto, arrastrándola sobre la 
superficie de manera que se forme una película y se dejó secar en el horno a 60ºC durante 20 min. 
 
Se mezclaron 75 µL de agarosa de bajo punto de fusión con 5 µL de suspensión celular y se colocó 
sobre la capa de agarosa de punto de fusión normal, cubriéndola con laminilla y se llevó a refrigeración 
a 4ºC durante 20 min. 
 
Luego de despegar con cuidado las laminillas del portaobjetos, se colocaron en solución de lisis (2,5M 
NaCl, 100mM EDTA, 10mM Trisma base, pH 10) [57], en una cubeta Coplin y se dejaron durante 17 
horas a 4ºC. 
 
Cumplido el tiempo, se retiraron las láminas de la solución de  lisis y se colocaron en Buffer de 
desnaturación (100g de NaOH, 7,44 g de EDTA, pH 13)  durante 20 min. Se corrió la electroforesis a 25 
V, 300 Å  por 15 min. 
 
Las láminas se lavaron 3 veces con solución de neutralización (24,25 mg de Tris base, HCl, pH 7,5) 
durante 5 min. cada vez y se dejaron secar en incubadora a 37ºC durante 20 min. Cumplido este tiempo, 
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se tiñeron con 30 µL de bromuro de etidio, se cubrieron con laminilla y se observaron bajo microscopio 




El análisis cualitativo se llevó a cabo según un protocolo previo [67]: se contaron 200 cometas por 
concentración y se clasificaron en 5 categorías según la forma: tipo 1, sin cola; tipo 2, cometa con cola 
corta (la longitud de la cola menor que un cuarto de diámetro de la cabeza); tipo 3, cometa con cola 
mediana (la longitud de la cola entre un cuarto y el diámetro total e la cabeza); tipo 4, cometa con cola 
larga (la longitud de la cola mayor que el diámetro de la cabeza); tipo 5, cometa con cabeza poco o nada 
definida. Figura 16. 
 
 
Figura 16. Tipos de cometa según la forma 
 
Se realizó un análisis de correspondencia simple para determinar el porcentaje de la cantidad de 
cometas resultantes de cada uno de los diez tratamientos con su concentración y por otra parte en cada 




Se utilizó el software Lucía 5.30 para la toma de imágenes y se utilizó el software Comet Score
TM
 para l 
análisis cuantitativo de los cometas, teniendo en cuenta las medidas más utilizadas en un ensayos previo 
[45]: porcentaje de ADN en la cola, longitud de la cola y momento de la cola.  Con los datos obtenidos 
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se realizó una estadística no paramétrica para conocer el comportamiento de los datos. Se analizó si la 
distribución de los datos era normal por la prueba de Shapiro Wilk, posteriormente se aplicó la prueba 
de Kruskal Wallis. El programa estadístico utilizado fue Statgraphics Plus 5.1.Los resultados obtenidos 
se encuentran en la tabla 12.  
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3.1.1 Extracción etanólica 
 
Observando los extractos de propóleo, se observa que ambos presentan una coloración diferente, entre 
marrón y amarillo (Figura 17). El olor difiere, siendo el propóleo de San Mateo, Boyacá (SM) más 




   a    b 
Figura 17. Extracto etanólico final. a] SM; b] UN 
Rendimiento 
 
Se determinó según la ecuación: Rendimiento (%) =  P.100/m. Donde P es el peso del extracto seco 
obtenido y m el peso de la muestra (g) 
 
Tabla 8. Rendimiento de las muestras. 
Muestra Peso inicial g Vol. de etanol utilizado mL Peso extracto EtOH g Rendimiento % 
1 SM 75 150 9,59 12,78  
2 UN 75 150 15,19 20.25 
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Se observó que existe un mayor rendimiento en el extracto etanólico de la muestra de propóleo de 
SM, esto quiere decir que el propóleo de la Universidad Nacional de Colombia (UN) contiene mayor 
contenido de metabolitos secundarios de naturaleza polar. 
 
3.1.2 Caracterización cromatográfica 
 
Los resultados del análisis fitoquímico de las dos muestras de propóleo UN y SM, demostraron que los 
metabolitos secundarios en su mayoría corresponden, en ambas muestras, a terpenoides y flavonoides, 
según los reveladores utilizados. Estos resultados concuerdan con los hallazgos de otros estudios que 
reportan este tipo de compuestos en propóleos de otras regiones  [2, 13, 14, 19, 61, 65].  
 
En la cromatografía en capa delgada se evidenció la presencia de compuestos fenólicos (flavonoides, 
ácidos fenólicos y sus ésteres) en ambas muestras, caracterizados por la fluorescencia amarilla de las 
bandas bajo la radiación UV (Figura 18). Los factores de retención (RF) se muestran en la tabla 9, 
y los resultados del estudio fitoquímico se encuentran resumidos en la tabla 10  
 
Teniendo en cuenta que uno de los compuestos más referenciados en los estudios cromatográficos de 
propóleos en otras partes del mundo es el ácido caféico, se realizó una corrida comparativa con este 
patrón, sin embargo no se pudo determinar la existencia de este compuesto en las muestras 
probablemente por solapamiento por parte de otros compuestos, por su ausencia o por efecto del 
eluyente (figura 19). 
 
La prueba para flavonoides dio positiva (Figura 20),  resultado esperado según lo que se ha reportado en 
otros estudios [15, 8, 23, 18, 63, 65, 68]. La cromatografía en capa delgada demuestra que la presencia 
de este tipo de compuestos es abundante y que probablemente se traten de diferentes compuestos 
secundarios.  
 
La presencia de flavonoides en el propóleo permite sospechar que debe existir una actividad biológica 
en las células debido a las propiedades conocidas de estos compuestos, por ejemplo, se sabe que algunos 
flavonoides inhiben la actividad de enzimas de la fase I del metabolismo, como algunos citocromos. 
Esta interacción con las enzimas puede ser una propiedad benéfica de los flavonoides, pero también 
puede llegar a ser potencialmente tóxica cuando se lleva a cabo con medicamentos o agentes 
terapéuticos que requieren las funciones enzimáticas de citocromos específicos para ser metabolizadas 
[68,70].  Algunos efectos adversos de los flavonoides que se han reportado incluyen la citotoxicidad en 
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células tumorales y específicamente para el propóleo, la aparición de una dermatitis de contacto que se 
le ha atribuido a que contiene un anillo de catecol en la estructura de un derivado del ácido caféico (1,1 
dimetilalil acido caféico) [70]. 
 
En la placa revelada con el agente cromogénico (revelador Godin), se visualiza que ambos propóleos 
presentan una composición química compleja, heterogénea, cuya identificación de compuestos resulta 
complicada por medio de ésta metodología (Figura 21). Los terpenoides  identificados con este 
revelador, son compuestos volátiles de las plantas, cuya importancia radica en la defensa de las especies 
vegetales contra herbívoros y patógenos y en la reproducción debido a que atraen a los polinizadores y 
diseminadores de semillas. Aparte de su rol en la ecología y fisiología de las plantas, los terpenoides son 
utilizados como componentes naturales de sabores y aromas [70], actúan como antioxidantes y hay 
evidencias de su actividad supresora de crecimiento en células cancerosas de diferentes órganos sin ser 
tóxicas para células normales [71,72] 
 
 Se evidenció también la presencia de alcaloides en ambos propóleos, con mayor cantidad en la muestra 
de la Universidad Nacional de Colombia (Figura 22), compuestos pocas veces reportados en la literatura 
[73], lo que demuestra la posible presencia de plantas sintetizadoras dichos compuestos en la cercanía 
de la colmena.  
 
Con la cromatografía en capa delgada no se pudieron identificar compuestos específicos de cada 
grupo ya que no se contaban con los patrones suficientes para su comparación, sin embargo se 
trabajaron los patrones de ácido caféico, ácido clorogénico y la cumarina umbeliferón.  
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 0,6 0,13  
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Placa 4 Distancia recorrida por el solvente Muestra UN Muestra SM 
Dragendorff 3,5 cm 0,91 0,6 
 
 Tabla 10. Resultados del estudio fitoquímico de los propóleos UN y SM 
COMPUESTOS PRUEBA PROPÓLEO  UN PROPÓLEO   SM 
Flavonoides NP-PEG + + 
Alcaloides Drangendorff + + 
Terpenoides Godin + + 
Cumarinas UV - - 
Ácido caféico UV - - 













Figura 18. Cromatograma de compuestos fenólicos 
revelados con luz UV 
 
Figura 19. Cromatograma de muestras de propóleo y 
patrón de cumarina y Ác. caféico 
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Figura 20. Cromatograma de extractos de propóleo 
con revelador NP-PEG 
 
Figura 21. Cromatograma de muestras de propóleo 
revelados con Godin 
 
 
      
 
Figura 22. Prueba con Dragendorff 
 
En la cromatografía se observa que el propóleo UN posee una composición química más amplia  y 
variada que el propóleo SM. Las disimilitudes en el perfil cromatográfico se correlacionan con las 
diferencias de especies vegetales de cada una de las zonas. Es importante mencionar que el área 
geográfica de donde proviene cada uno de los propóleos es pequeña y de poca abundancia vegetal sin 
embargo la composición química de cada muestra es muy amplia, situación que no se asemeja a muchos 
estudios de otros lugares donde la composición de diferentes tipos de propóleos se asemeja, así el origen 
geográfico sea diferente [13, 61, 74].  
 
Aunque la presencia de estos compuestos puede dar un referente acerca de la calidad del propóleo,  no 
se han establecido límites de la cantidad de cada tipo de compuesto que debe llevar, ni tampoco existe 
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una legislación específica para los productos comerciales, debido a que se registran como suplementos 
alimenticios más no como agentes terapéuticos ni medicamentos, en ocasiones no requieren aprobación 
para llegar al mercado. 
 
3.1.3 Caracterización palinológica   
 
En las dos muestras de propóleo se observaron grandes cantidades de tricomas, materia orgánica y 
numerosos granos de polen. En ambas muestras de propóleo se encontraron granos de polen de 
plantas pertenecientes a las siguientes familias: Mirtaceae, Betulaceae, Melastomataceae, Meliaceae, 
Anacardiaceae, Caprifoliaceae, Casuarinaceae, Cupressaceae, Oleaceae, Salicaceae, Malvaceae, 
Mimosaceae, Asteraceae, Solanaceae. 
 
De igual manera y según se reporta en un estudio anterior [75], algunas de las especies de plantas que 
más visitan las abejas en busca de resinas para elaborar propóleo son: Eucalyptus sp., Alnus 
acuminata, Tibouchina lepidota, Cedrela montana, Schinus molle, Sambucus nigra, Casuarina 
equisetifolia, Cupresus lusitánica, Fraxinus chinensis, Salix humboldtiana, Hibiscus sp. Mimosa sp. 
[3, 14]. Estas mismas especies junto con otras, se encuentran en ambos ambientes, tanto en 
Universidad Nacional de Colombia como en San Mateo Boyacá. 
  
De las especies y familias que se reportaron en el análisis palinológico, algunas son conocidas por 
poseer sustancias con propiedades tóxicas, por ejemplo las Solanaceas conforman una de las familias 
de plantas más ricas en compuestos nitrogenados, especialmente alcaloides [76].  En ambas muestras 
se evidenció la presencia de este tipo de compuestos, sin embargo, el propóleo de la UN presentó 
mayor número; éstos hallazgos que se correlacionan los reportados en la literatura en cuanto a las 
especies de plantas registradas para el campus de la Universidad  Nacional de Colombia [77]. En la 
figura 23 se muestran algunos de los granos de polen hallados en las muestras. 
 
   
a    b    c 
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d    e            
Figura 23. Tipos de gránulos de polen en los propóleos: a] Salicaceae, b] Mirtaceae c]Mimosaceae 
d]Melastomataceae, e]Asteraceae, 
 
3.2 Pruebas de genotoxicidad 
3.2.1 Prueba de viabilidad 
 
En esta prueba se realizaron varios ensayos para establecer el rango de concentraciones en el cual la 
viabilidad celular de linfocitos de sangre periférica humana fuera mayor al 80% después de la 
exposición de dos horas a las muestras de propóleo y, con base en estos rangos, desarrollar los  
estudios de genotoxicidad. 
 
Los montajes efectuados después de una exposición de dos horas, no permitieron identificar células 
viables o muertas debido a la gran cantidad de residuo sólido de propóleo presente en el extracto a la 
concentración (50 µg/uL) lo que imposibilitó el conteo celular. 
 
En  la dilución 1 (12.5 µg/ µL) el ruido de fondo no permitió la lectura de las láminas sin embargo se 
realizó un conteo parcial pero se descartó debido a que el porcentaje de viabilidad con las 
concentraciones evaluadas no superó el 50% en 3 de las concentraciones utilizadas: 0,25, 0,37 y 0,5 
µg/ µL. 
 
Con la dilución 2 (3,12 µg/uL)  (Ver tabla 11), se obtuvieron resultados que permitieron determinar la 
viabilidad celular. Luego del conteo se estableció que solo las primeras cuatro concentraciones 
presentaban más del 80% de células viables, por lo que se descartaron las dos últimas concentraciones 
para realizar los ensayos de genotoxicidad. 
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Tabla 11. Porcentaje de viabilidad celular con las diferentes concentraciones para cada muestra de 
propóleo 
Ensayo de viabilidad  % de células viables 
Concentración 
inicial de la 
solución de 
propóleo µg/µL 
Volumen inicial de la 
solución de propóleo 
µL 
Volumen final 




de la solución de 






3,12 2,5 500 0,01 97 98 
5 0,03 90 92 
7,5 0,04 88 89 
10 0,06 80 84 
15 0,09 73 75 
20 0,12 65 68 
 
Se obtuvieron viabilidades entre el 65 y el 98% para las dos muestras analizadas, lo que permite 
ratificar que a estas concentraciones era factible realizar los ensayos de largo tiempo de exposición, 
pero encontrándose la máxima viabilidad con las concentraciones más bajas de la solución de 
propóleo.  Con base en estos resultados se utilizó esta concentración final para la realización de los 
ensayos de genotoxicidad. 
3.2.2 Ensayo de Micronúcleos 
 
Los resultados que se resumen en la tabla 12 muestran la frecuencia de micronúcleos obtenidos de 
células expuestas a cada una de las concentraciones de propóleo, en comparación con una población 
no expuesta de las mismas células.  
 
El ensayo se hizo utilizando como control negativo muestras de la misma sangre sin exposición a 
ninguna solución del propóleo y se hizo un ensayo control con el co-solvente del propóleo (DMSO) 
en la misma concentración (0,1%) en la que se encontraba en la concentración más elevada de la 
solución del propóleo, con el fin de descartar que los efectos observados se debían al DMSO y no al 
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Tabla 12 Frecuencia observada de daños por concentraciones sobre 1000 células. 
Muestra Concentración de la solución 




SM 0,01 31 56 8 
0,03 30 81 10 
0,04 28 159 6 
0,06 23 39 3 
UN 0,01 35 80 16 
0,03 32 108 26 
0,04 27 160 20 
0,06 15 28 2 
Control -  20 28 8 
DMSO 0,1% 19 35 9 
 
Con los datos presentados en la tabla, se realizó una prueba de Chi cuadrado de bondad de ajuste para 
determinar si la cantidad de micronúcleos obtenidos para cada concentración y el control presentaban 
diferencias estadísticamente significativas.  
 
Con base en estos datos se observa que existe un daño basal en las células del control  negativo, por lo 
que los datos a analizar se ajustaron tomando en cuenta estos valores de daño como base para 
determinar la diferencia entre las concentraciones de cada suspensión de propóleo y los controles. Los 
datos arrojados por la prueba (chi2=50,7; p=2,9974E-08; p<0.05), demostraron que los dos propóleos  
en las concentraciones evaluadas afectan las células, generando valores de MN mayores a los 
observados en el control negativo  
 
Por esta razón se busca conocer cuál de las concentraciones es la que presenta mayor diferencia 
respecto al control y para esto se hallaron los porcentajes. En la figura 24 se muestran estos valores y 
se observa que en la concentración más baja (0,01 µg/µL) de cada muestra se encuentra el mayor 
número de MN, en las siguientes concentraciones (0,03; 0,04 y 0,06 µg/µL) aunque sigue siendo 
mayor que el control, hay una disminución de MN de tal forma que los valores se asemejan al control 
negativo hasta el punto que en la concentración de 0,06 µg/µL de UN los valores son más bajos que el 
control. Esto se explica, no por la disminución del efecto, sino porque a esta concentración el efecto 
nocivo se demostró en citotoxicidad que se manifestó en un elevado número de células en apoptosis y 
necrosis, esta citotoxicidad es explicada en estudios previos debido a que algunos compuestos de 
naturaleza fenólica anteriormente aislados presentan esta actividad sobre las células, es posible que 
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estos mismos compuestos se encuentren en las muestras de los propóleos aquí evaluados [24], por lo 
que es necesario realizar una caracterización cromatográfica más específica. El DMSO a la 
concentración evaluada (0,1%) se comportó similar al control negativo, por lo que se evidencia que 




Figura 24. Porcentaje de micronúcleos por concentración. 
 
Los datos que se correlacionan con estudios previos con propóleos de otras regiones del mundo, 
demuestran que existe una respuesta dosis-dependiente para la presencia de micronúcleos [77].  
 
Con  el conteo de este biomarcador, se determinó que el propóleo de la Universidad Nacional de 
Colombia (UN) produjo un efecto genotóxico más elevado con las concentraciones más bajas 
respecto al control negativo, al DMSO y al propóleo de San Mateo (SM).  Es posible que estos 
efectos sean producto de la actividad biológica de algunos compuestos que se encuentran en esta 




Al igual que la prueba de MN, se determinó si la cantidad de gemaciones era igual para todas las 





=94,2; p= 6,21779E-17; p<0.05), demostraron que los dos propóleos en las concentraciones 
20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 



























Evaluación de la actividad genotóxica de propóleos (Colombia) 45 
 
evaluadas afectan a las células, generando mayor número de gemaciones respecto a los observados en 
el control negativo. 
 
En la figura 25 se observa que a medida que hay una tendencia a aumentar el número de gemaciones 
al incrementar la concentración de cada muestra de propóleo, se observa también que en la 
concentración de 0,04 µg/µL de cada propóleo está el pico más alto de gemaciones, lo que indica que 
a ésta concentración la formación de núcleos hiperploides es elevada, la hiperploidia conduce a la 
necrosis y apoptosis y ésta situación se ve reflejada en la concentración de 0,06 µg/µL de cada 
muestra, donde el número de gemaciones al igual que de MN disminuye notoriamente debido a la alta 
mortalidad celular observada 
 
 
Figura 25. Porcentaje de gemaciones por concentración. 
 
Con  el conteo de este biomarcador, se determinó que el propóleo de la Universidad Nacional de 
Colombia (UN) produjo un efecto genotóxico más elevado con las concentraciones más bajas 
respecto al control negativo, al DMSO y al propóleo de San Mateo (SM). Estos hallazgos se 
correlacionan con los de MN, ya que al presenciarse tan elevado número de células con gemaciones 





































La prueba estadística indica respecto al control las concentraciones evaluadas causan un efecto 
diferente (chi2= 24,48); p= 6,37612E-05; p<0.05], es decir, que hay diferencias entre el número de 
puentes encontrados para cada concentración de cada muestra de propóleo, tal como se observa en la 
figura 26. 
 
Figura 26. Porcentaje de puentes por concentración 
 
Los puentes nucleosómicos, se asume que, aparecen cuando los centrómeros de cromosomas 
dicéntricos o cromátidas son halados a los polos opuestos en las células en anafase y son observables 
cuando las células hijas se separan [51].  Son indicadores de clastogenicidad y demuestran que puede 
haber reacomodamiento y deleción de cromosomas.  Los resultados de esta medición demuestran que 
el propóleo UN causó un efecto genotóxico mayor  en la mayoría de las concentraciones, igual que 
con las otras variables (MN y gemaciones) casi el doble de daño que el propóleo SM, sin embargo, en 
la gráfica no se observan los valores de las concentraciones 0,01 µg/µL; 0,04 µg/µL del propóleo de 
SM y en la concentración de 0,06 µg/µL de ambas muestras, no significa que no haya habido efecto 
tóxico, sino que el número de puentes en estas concentraciones fue menor que el del control negativo, 
tal vez por el mismo efecto citotóxico observado en los otros bioindicadores para las concentraciones 
más altas. 
 
En general con el ensayo de micronucleos y el análisis de cada resultado de los bioindicadores, se 
observó que existe una relación entre el número de hallazgos de deformaciones nucleares y el 
incremento de la concentración de cada muestra de propóleo. También se observó un efecto 
8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 
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inhibitorio de la estimulación celular y producción de muerte celular a medida que se incrementaba la 
concentración, esto concuerda con los resultados encontrados en otros estudios  [78, 79], los cuales 
registran que el propóleo disminuye el índice mitótico y la proliferación celular, que es coincidente 
con las observación de estos ensayos. 
 
Los resultados obtenidos en estos ensayos se correlacionan con los resultados del análisis 
cromatográfico que evidenció la presencia de más compuesto en la muestra de propóleo UN  con los 
datos obtenidos en estudios previos donde se demuestra que los alcaloides tiene efectos genotóxicos 
[80]. Sin embargo, esto no descarta que otros compuestos específicos y/o no identificados con esta 
técnica de cromatografía causen daños en el ADN. En las figuras 27, 28 y 29 se observan células con 




 a      b 
 
 c      d 
Figura 27. a, b y c).Célula binucleada con un micronúcleo; d). Célula binucleada con dos micronúcleos 
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Figura 29. Puente nucleosómico 
 
3.2.3 Ensayo cometa 
 
3.2.3.1 Análisis cualitativo 
 
En la tabla 13 se observan las frecuencias de células en cada una de las concentraciones teniendo en 
cuenta el conteo de 200 células. 
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Tabla 13. Evaluación cualitativa de cometas 
Muestra de propóleo 
Concentraciones de la 
solución de propóleo µg/µL 
Tipo de daño 
1 2 3 4 5 
UN 
0,01 102 63 18 10 7 
0,03 5 82 95 15 3 
0,04 2 34 122 30 12 
0,06 0 20 126 40 14 
SM 
0,01 115 63 19 3     0 
0,03 25 80 80 15     0 
0,04 3 108 80 8 1 
0,06 0 20 162 12 6 
Control -  139 50 9 2     0 
DMSO 0,01% 98 60 25 16 1 
 
En la tabla 13 se observa que para las concentraciones más altas de cada muestra de propóleo (0,06 
µg/µL)  no se registran células con daño 1 que es el mínimo o daño nulo según criterio de evaluación 
[45], lo que demuestra el claro efecto genotóxico del propóleo en dichas concentraciones. Con el 
control DMSO a la concentración evaluada (0,1%) se observó que el 50% de las células presentaron 
niveles de daño 2, 3 y 4, los datos se semejan con los observados para las concentraciones más bajas 
de cada propóleo, es posible que el daño observado en dichas concentraciones corresponda al basal 
evaluado con el dimetil-sulfóxido (DMSO). 
 
A medida que aumenta la concentración, los valores de células dañas se va corriendo hasta concentrar 
el mayor número de células dañadas en el nivel de daño 3. El número de cometas disminuye de nuevo 
con daño mayor de 4 y 5 debido a un aumento de células apoptóticas en las cuales no era posible 
observar ADN compactado y se observaron fragmentos de éste más dispersos que en el nivel de daño 
5. Figura 30. 
 
Estos resultados se correlacionan con los hallazgos en la prueba de micronúcleos, en la cual en 
comparación con el control negativo, las células se ven más dañadas a medida que aumentan las 
concentraciones y en las más altas se produce muerte celular, demostrando que los propóleos tienen 
efectos citotóxicos  y genotóxicos en las concentraciones evaluadas. 
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a.                                                                 b. 
 
c.                                                                             d. 
 
Figura 30. Cometas a). SM 0,01; b). UN 0,02; c). SM 0,04; d). UN 0,06 
 




Figura 31.Perfil de daño con cada concentración. Los colores indican el nivel de daño siendo 1 el mínimo y 5 el 
máximo daño evaluado. 











Perfil de daño 
1 2 3 4 5 
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En la figura 31 se observa la distribución de los cometas según el daño que presentan en cada 
concentración. Con respecto al control se observa que en condiciones normales se pueden encontrar 
cometas con un nivel de daño mínimo; la mayoría de cometas encontrados tiene daño categoría 3 a 
partir de las segundas concentraciones de las dos muestras de propóleo, el mayor porcentaje se 
distribuye en las concentraciones más altas de cada una. 
 
La concentración en la cual se observan mayor número de cometas con nivel de daño 1 es SM 0,01 
µg/µL, con un porcentaje de 57,5 % seguido de UN 0,01µg/µL con un porcentaje de 51%, lo que era 
de esperarse por ser las concentraciones más bajas, es decir que a estas concentraciones los propóleos 
evaluados no producen tantas rupturas del ADN.  Los cometas que presentan mayor daño (nivel 5) se 
encuentran distribuidos en las concentraciones más altas de ambas muestras de propóleo, sin 
embargo, por los valores observados, el propóleo de la UN presenta mayor porcentaje de cometas. 
Resultados que se correlacionan con los obtenidos en la también se presentan el nivel de daño 4. 
  
La muestra SM en concentraciones de 0,01µg/µL y 0,03µg/µL no presentaron cometas con nivel de 
daño 5, datos que se correlacionan con el control; diferente a la muestra UN donde se observaron 
cometas con nivel de daño 5 a las mismas concentraciones 0,01 µg/µL y 0,03 µg/µL: 3,5% y 1,5% 
respectivamente. 
 
El aumento en el porcentaje de cometas según el nivel de daño respecto al control, se demuestra el 
efecto genotóxico de ambos tipos de propóleo en las células, produciendo más daño el propóleo de la 
Universidad Nacional de Colombia (UN). 
   
3.2.3.2 Análisis cuantitativo 
 
El análisis cualitativo del ensayo cometa permite realizar una primera aproximación subjetiva sobre el 
daño en el ADN, se correlaciona con el análisis cuantitativo al observar el daño observado en cuanto a 
la longitud de la cola y la intensidad de fluorescencia en los fragmentos. Lo que el análisis cuantitativo 
proporciona es información cuantificada de estas mismas características reflejadas en las mediciones 
evaluadas, para este caso: longitud de cola, porcentaje de ADN y momento. Los datos obtenidos se 
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Tabla 14. Tratamientos con promedio, error estándar (SE) y desviación estándar (SD) 
 
En la tabla 14 se presentan los datos con sus respectivos errores y desviaciones estándar y se analizan 
los datos y se aplica una prueba de normalidad: El control negativo fue el mismo de todos los ensayos: 
suspensión celular y medio de cultivo RPMI 1640 . 
Prueba de normalidad: 
Se aplicó la prueba Shapiro-Wilks teniendo en cuenta solo el control negativo para observar la 
distribución de los datos, cuyos valores se compararon con los de cada tratamiento (ver tabla 15) 
Tabla 15. Valores p para Shapiro Wilks 
Concentración Longitud Porc.ADN Momento 
SM 0,01 0,93998 0,146803 0,0204157 
SM 0,04 0,0078986 0,336445 0,0011617 
SM 0,03 0,0471904 0,0506205 3,5007E-06 
SM 0,06 0,0100953 0,683064 0,23358 
UN 0,06 0,0334839 0,884021 0,207499 
UN 0,03 0,0047667 0,562279 0,00980254 
UN 0,01 0,866798 0,0313326 0,00555614 
UN 0,04 0,429432 0,358759 0,00253475 
Control Negativo 0,796216 0,916077 0,162088 




Longitud P+SE SD Por ADN P+SE SD Momento P+SE SD 
SM 0,01 32.3333 ± 1.80888 9,90762 
 
28.8538 ± 2.5314 13,865 
 
9.5469 ± 0.999622 5,47515 
 
SM 0,03 52.3333 ± 7.01367 29,0723 
 
46.4727 ± 2.50949 21,0181 
 
22.6001 ± 3.08585 11,6082 
 
SM 0,04 44.8 ± 5.30786 38,4155 
 
37.9622 ± 3.83736 13,745 
 
13.4922 ± 2.11936 16,9019 
 
SM 0,06 70.6 ± 5.60041 30,6747 
 
46.5041 ± 2.55867 14,0144 
 
34.3163 ± 3.72742 20,4159 
 
UN 0,01 69.9667 ± 6.68855 19,4275 
 
46.8341 ± 3.41711 16,4226 
 
37.3709 ± 4.79253 11,3758 
 
UN 0,03 66.1 ± 6.83102 37,4151 
 
44.1965 ± 2.25525 12,3525 
 
28.011 ± 3.02775 16,5836 
 
UN 0,04 38.2333 ± 3.54695 33,6302 
 
39.0074 ± 2.99835 15,4903 
 
15.3624 ± 2.07693 25,4391 
 
UN 0,06 67.8 ± 6.14001 36,6347 
 
45.6644 ± 2.82814 18,7163 
 
34.4411 ± 4.64452 26,2498 
 
Control - 9.1 ± 0.749483 4,10509 
 
21.6638 ± 1.55702 8,52818 
 
2.24697 ± 0.280359 1,53559 
 
DMSO (0,1% 14.8 ± 0.545409 2,98733 
 
21.713 ± 0.924555 5,06399 
 
3.2406 ± 0.202167 1,10732 
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Los valores p > 0.05 indican distribución normal, los valores p < 0.05 indican que los valores no tienen  
distribución normal. En este caso, se observa que los datos del control negativo tienen una distribución 
normal, que es lo esperado, así, se decide aplicar un análisis de varianza univariado (ANOVA).  
  
Análisis de Varianza  
 
Se aplico el ANOVA para cada una de las variables: longitud de cola (Anexo 3), porcentaje de ADN 
(Anexo 4) y el Momento de la cola (Anexo 5); el valor p=0 es menor que el p tabulado p<0,05, lo que 
indica que al menos uno de los promedios de cada una de las variables antes mencionadas, en las 
concentraciones evaluadas, es diferente,  Se aplicó, para cada variable la prueba de rango múltiple de 
Tukey  con el fin de determinar cuáles de esos promedios eran estadísticamente diferentes (Anexo 3, 4 y 
5) Los tratamientos con igual letra, por ejemplo la letra "a", indican que tienen promedios 
estadísticamente iguales. (Figuras 32, 33 y 34). 
 
 
Figura 32.  Promedios de cada tratamiento  
La figura 32 muestra el promedio de la longitud de la cola en cada concentración evaluada. Como se 
observa, el valor total de la longitud  de cola de cada tratamiento está determinado por el efecto del 
control negativo, el DMSO y de cada concentración de propoleo evaluada. Para analizar los datos, 
estos valores de discriminan con el fin de obtener los valores del efecto real de cada concentración de 
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La longitudes de cola más largas se encuentran en la concentraciones más altas de cada propóleo: 
0,04 y 0,06 ug/uL incluyendo la concentración 0,03 µg/µL de UN. Estos valores son estadísticamente 
similares según la prueba de Tukey, a comparación de las concentraciones más bajas de cada 
propóleo 0,01 µg/µL que estadísticamente son similares junto a la concentración 0,03 µg/µL de SM.  
 
Cada propóleo produce mayor daño a mayor concentración, sin embargo, el propóleo UN produce 
más daño que SM debido a que se observa que en la concentración 0,03 µg/µL los valores de UN son 
mayores a los observados en SM a la misma concentración. 
 
 
Figura 33. Porcentaje de cola para cada tratamiento 
 
La figura 33 muestra el promedio del porcentaje de la cola en cada concentración evaluada. Como se 
observa, el valor total del porcentaje de la cola en cada tratamiento está determinado por el efecto del 
control negativo, el DMSO y de cada concentración de propoleo evaluada. Para analizar los datos, 
estos valores se discriminaron, con el fin de obtener los valores del efecto real de cada concentración 
de propoleo de cada tratamiento.  
 
El porcentaje de la cola aumenta a medida que se incrementa la concentración de cada propóleo y se 
observa la misma tendencia de los datos de la longitud de cola. Los porcentajes de daño de las 
concentraciones de 0,04 y 0,06µg/µL de cada propóleo son estadísticamente iguales y 
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Al igual que lo observado con la longitud de cola, este parámetro también demuestra que el propóleo 
de UN produce mayor daño a bajas concentraciones que el propóleo SM: se observa que el porcentaje 
de daño producido por SM a la concentración de 0,01 µg/µL es estadísticamente similar a los 
porcentajes de los controles y en la concentración de 0,03 µg/µL de cada muestra, se refleja que el 
daño es mayor con el propóleo de UN y es estadísticamente similar al porcentaje de las 
concentraciones más altas de cada uno. 
 
 
Figura 34, Momento de la cola 
 
La figura 34 muestra el promedio del momento de la cola en cada concentración evaluada. Como se 
observa, el valor total del momento de la cola en cada tratamiento está determinado por el efecto del 
control negativo, el DMSO y de cada concentración de propoleo evaluada. Para analizar los datos, 
estos valores se discriminaron, con el fin de obtener los valores del efecto real de cada concentración 
de propoleo de cada tratamiento. Los datos obtenidos en las mediciones del momento de la cola 
refleja la situación evaluada con los datos de la longitud y el porcentaje de la cola para cada 
concentración en cada propóleo. El aumento del daño es directamente proporcional al incremento de 
la concentración para cada propóleo. 
 
El momento de la cola representa el parámetro de medición más fiable en la evaluación de la 
genotoxicidad con el ensayo del cometa, debido a que involucra el porcentaje de ADN y la longitud 
de la cola, que son las dos medidas de daño de ADN que se comportan como independientes y cada 
una va a demostrar la existencia de una relación entre dosis-efecto. Los resultados obtenidos en cada 
variable (longitud, porcentaje y momento de la cola) muestran que el propóleo UN tiende a producir 
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4. Conclusiones y recomendaciones 
4.1 Conclusiones 
 
Las muestras de propóleo son diferentes en cuanto a características organolépticas (olor, textura, 
sabor, consistencia) y fisicoquímicas. 
 
Se obtuvieron los extractos etanólicos de cada muestra de propóleo, la mayor cantidad de resina se 
obtuvo del propóleo de la Universidad Nacional de Colombia (UN) con etanol al 96% como solvente.  
La concentración del extracto seco constituye un valor importante, ya que a mayor cantidad de 
extracto, mayor posibilidad se tiene de recuperar principios con potencial biológico. 
 
El análisis cromatográfico demostró que los principales metabolitos secundarios de las plantas de 
donde las abejas colectar la resina son: terpenoides, flavonoides y alcaloides. 
 
Mediante el método cromatográfico utilizado en este trabajo (ccd) no fue posible hallar ácido caféico, 
uno de los compuestos más estudiados en muestras de propoleo [7, 20, 21, 22, 27], sin embargo, es 
impreciso afirmar que no esté presente en estás, se recomienda utilizar otras herramientas, como 
cambio de eluyente o de técnica que permitan identificar específicamente este tipo de compuestos. 
 
Ambos tipos de propóleo causan muerte celular en linfocitos de sangre periférica a concentraciones 
elevadas y a distintas horas de exposición, con la prueba de micronúcleos fue posible determinar que 
las concentraciones elevadas el propóleo tiene efectos citostático en los linfocitos de sangre periférica 
humana. 
 
La relación entre los efectos tóxicos y terapéuticos que ofrece el propóleo, es un parámetro 
importante de evaluar como parte del control de calidad de productos que comercialmente tienen altas 
demandas en Colombia. Los resultados de esta investigación demuestran que el propóleo no es inocuo 
y por eso son importantes los estudios de evaluación de su toxicidad para su posterior 
comercialización, éste requisito no está estipulado para muchos productos de origen natural, ya que 
son registrados como suplementos alimenticios, más no como agentes terapéuticos ni medicinales. 
 
 
Evaluación de la actividad genotóxica de propóleos (Colombia) 57 
 
A partir de los resultados obtenidos en cada una de las pruebas, se concluye que el propoleo de la 
Universidad Nacional de Colombia (UN) resultó ser más tóxico. Algunas de las razones que pueden 
explicar esto son: la localización del apiario que se encuentra en un área dentro de la ciudad y está 
expuesto a niveles más altos de contaminación ambientales propio de la ciudad.  
 
Con los resultados obtenidos en esta investigación, se determinó que los propóleos de los apiarios de 
San Mateo (Boyacá) y Universidad Nacional de Colombia (sede Bogotá) presentan actividad 
genotóxica dosis-dependiente.  
 
Los hallazgos de este estudio no se pueden extrapolar a propóleos de otras regiones geográficas. Si 
bien se observó un daño producido por altas dosis de propóleo en linfocitos humanos, no se puede 
inferir que al ser ingerido, como es su uso común, cause el mismo daño debido a las condiciones 
metabólicas y fisiológicas, sin embargo, es importante señalar que la actividad genotóxica encontrada 
en este estudio sugiere un indicador de riesgo para la salud y por ende resalta la importancia de 
realizar este tipo de evaluaciones de toxicidad para los productos de origen vegetal que se 
comercializan y se consumen sin control, como una forma de alertar a la población de los posibles 









Realizar la caracterización cromatográfica de los propóleos con técnicas más avanzadas que permitan 
aislar, purificar y caracterizar cada uno de los compuestos químicos. 
 
Evaluar rangos de concentraciones más pequeños y complementar el estudio con más muestras de 
propóleo proveniente de diferentes regiones geográficas. 
 
Es conveniente realizar ensayos donde se identifiquen más compuestos que podrían contaminar las 
muestras de propóleo tales como, metales pesados, agroquímicos que pudieran estar ocasionando un 
daño adicional en las células. 
 
Realizar ensayos de genotoxicidad para los productos naturales que se utilicen en medicina 
tradicional como el propóleo teniendo en cuenta cada nivel de evaluación genotóxica (bacterias, 
cultivos, animales, poblaciones)  para evaluar los efectos que pueda producir en cualquier organismo 
 
Los resultados de esta investigación demostraron los efectos clastogénicos y aneugénicos  que son 
parámetros que dan una alerta sobre su posible riesgo tóxico.  Por esta razón el uso del propóleo debe 
ser más controlado y cauteloso, aunque la medicina popular lo utilice de manera indiscriminada, la 
legislación debería obligar a que se le hagan estudios de toxicidad, debido a las propiedades 
terapéuticas otorgadas por la gente, pero al igual que cualquier producto de origen vegetal que tenga 
una actividad biológica, debe considerarse potencialmente tóxico.  
 
Cuando una sustancia no ha probado una efectividad fuera de dudas para los beneficios que se le 
atribuyen, no tiene sentido consumirla y exponerse al riesgo de que presente efectos adversos. Incluso la 
más mínima sospecha de posibles consecuencias negativas debería inclinar la balanza en contra de su 
utilización. Lo deseable es que antes de autorizar la comercialización de un producto con supuestas 






1. Kumazawa, S., Nakamura, J., Murase, M., Miyagawa, M., Ahn, M.R. and Fukumoto, 
S. Plant origin of Okinawan propolis: honeybee behavior observation and 
phytochemical analysis. 2008: 95(8), 781-6 
2.      Bankova, V.S., S.L. de Castro and M.C. Marcucci.  2000. Propolis: recent advances in 
chemistry and plant origin. Apidologie 31(1): 3-15. 
3.  Simone-Finstrom M, Spivak M. Propolis and bee health: the natural history and 
significance of resin use by honey bees. Apidologie. 2010;41(3):295–311. 
4.   Marucci, M C. Propolis: chemical composition, biological properties and  therapeutic 
activity. Apidologie. 1995: 26: 83-99. 
5.    Burdock GA. Review of the biological properties and toxicity of bee propolis 
(propolis). Food Chem Toxicol . 1998;36:347 - 363. 
6.  Sforcin JM, Bankova V. Propolis: is there a potential for the development of new 
drugs? Journal of ethnopharmacology. 2011;133(2):253–60. 
7.  Prost P. Apicultura: Conocimiento De La Abeja. Manejo De La Colmena, 4ta ED 
MUNDI-PRENSA, Francia. 2006. 
8.  Popova M, Silici S, Kaftanoglu O, Bankova V. Antibacterial activity of Turkish 
propolis and its qualitative and quantitative chemical composition. Phytomedicine. 
2005;12(3):221–8. 
9.  Cheung, K.W., Sze, D.M., Chan, W.K., Deng, R.X., Tu, W. and Chan, G.C.,   
Brazilian green  propolis and its constituent, Artepillin C inhibits allogeneic activated 
human CD4 T cells  expansion and activation. 2011 Sep 22 J Ethnopharmacology. 
2011:138 (2); 463-71. 
10.  Cortés J. Evaluación del efecto de extractos etanólicos de propolis sobre el control de 
Alternaria solani en cultivo ecológico de tomate (Solanum lycopersicum). Escola 
Superior d´Agricultura de Barcelona; 2008. p. 113. 
11.  López C. Globalización y producción de propóleos (propolis de Apis mellifera) en 
Colombia y en América Latina. Biotecnologia en el sector Agropecuario y 
Agroindustrial. 2011;9(1):119–25. 
12.  Decreto 3553 de 2004.. Ministerio de la Protección Social. [Internet] 2004. Consultado 






13.  Palomino, L. Caracterizacion Fisicoquimica Y Evaluacion De La Actividad 
Antioxidante De Propoleos De Antioquia. Tesis de Maestría, Facultad de Ciencias: 
Universidad Nacional de Colombia - Sede Medellín  programa académico Ciência e 
Tecnologia de Alimentos. 2009. P. 143 
14.  Silva BB, Rosalen PL, Cury J a, Ikegaki M, Souza VC, Esteves A, et al. Chemical 
composition and botanical origin of red propolis, a new type of brazilian propolis. 
Evidence-based complementary and alternative medicine : eCAM. 2008;5(3):313–6. 
15.  Mohammadzadeh S, Shariatpanahi M, Hamedi M, Ahmadkhaniha R, Samadi N, Ostad 
SN. Chemical composition, oral toxicity and antimicrobial activity of Iranian propolis. 
Food Chemistry. 2007;103 (4):1097–103. 
16.  Delgado HM, Quijano CE, Pérez MI, Quintero ME y Catzín VG. 2006. 
Actividadantimicrobiana del propóleo recolectado por Apis mellifera y Melipona 
beecheii en el estado de Yucatán. Memorias del XX Seminario Americano de 
Apicultura. Querétaro, México. 
17.  Ramos A, Miranda J. Propolis: a review of its anti-inflammatory and healing actions. 
J. Venom. Anim. Toxins in Cl. Trop. Dis. 2007;13 (4):697–710. 
18.  Valencia D, Alday E, Robles-Zepeda R, Garibay-Escobar A, Galvez-Ruiz JC, Salas-
Reyes M, et al. Seasonal effect on chemical composition and biological activities of 
Sonoran propolis. Food Chemistry,  2012;131(2):645–51. 
19.  Popova M, Trusheva B, Antonova D, Cutajar S, Mifsud D, Farrugia C, et al. The 
specific chemical profile of Mediterranean propolis from Malta. Food Chemistry; 
2011;126(3):1431–5. 
20.  Gülçin I, I, Bursal E, Sehitoglu HM, Bilsel M, Goren AC. Polyphenol contents and  
antioxidant activity of lyophilized aqueous extract of propolis from Erzurum, Turkey. 
Food  Chem Toxicol 2010; 48: 2227-38. 
21.  Lee Y-T, Don M-J, Hung P-S, Shen Y-C, Lo Y-S, Chang K-W, et al. Cytotoxicity of 
phenolic acid phenethyl esters on oral cancer cells. Cancer Letters. 2005;223(1):19–
25. 
22.  Valente MJ, Baltazar AF, Henrique R, Estevinho L, Carvalho M. Biological activities 
of Portuguese propolis: protection against free radical-induced erythrocyte damage 
and inhibition of human renal cancer cell growth in vitro. Food and chemical 
toxicology; 2011;49(1):86–92. 
23.  Awale S, Li F, Onozuka H, Esumi H, Tezuka Y, Kadota S. Constituents of Brazilian 
red propolis and their preferential cytotoxic activity against human pancreatic PANC-1 
Evaluación de la actividad genotóxica de propóleos (Colombia) 61 
 
cancer cell line in nutrient-deprived condition. Bioorganic & Medicinal Chemistry. 
2008;16(1):181–9. 
24.  Banskota a H, Tezuka Y, Adnyana IK, Midorikawa K, Matsushige K, Message D, et 
al. Cytotoxic, hepatoprotective and free radical scavenging effects of propolis from 
Brazil, Peru, the Netherlands and China. Journal of Ethnopharmacology. 2000;72(1-
2):239–46. 
25.  Boluda C, Duque B, Aragón Z. LIGNANOS (I): estructura y funciones en las plantas. 
Revista de Fitoterapia. 2005;5(1):55–68. 
26.  Ansorge S, Reinhold D, Lendeckel U. Propolis and some of its constituents down-
regulate ADN synthesis and inflammatory cytokine production but induce TGF-beta1 
production of human immune cells. Zeitschrift für Naturforschung. C, Journal of 
Biosciences. 2003;58 (7-8):580–9. 
27.  Tavares DC, Mazzaron Barcelos GR, Silva LF, Chacon Tonin CC, Bastos JK. 
Propolis-induced genotoxicity and antigenotoxicity in Chinese hamster ovary cells. 
Toxicology in vitro. 2006; 20 (7):1154–8. 
28.  Gunduz C, Biray C, Kosova B, Yilmaz B, Eroglu Z, Sahin F, et al. Evaluation of 
Manisa propolis effect on leukemia cell line by telomerase activity. Leukemia 
Research. 2005;29(11):1343–6. 
29.  Montoro A, Soriano JM, Barquinero JF, Almonacid M, Verdú G, Sahuquillo V, et al. 
Assessment in vitro of cytogenetic and genotoxic effects of propolis on human 
lymphocytes. Food and Chemical Toxicology: 2012; 50(2); 216-21 
30.  Water MD, Stack HF, Jackson MA Genetic toxicology data in the evaluation of 
potential human environmental carcinogens. Mutat Res. 1999; 437(1):21-49.  
31.  Young RR. Genetic toxicology: web resources. Toxicology. 2002;173(1-2):103–21. 
32.  Brusick D. Genetic toxicology: A textbook revisited “principles of genetic toxicology, 
second Edition,”, New York: Plenum Press, 1987, 284 pp 
33.  Stamenkovic M, Andelkovic M. Genotoxicity and antimutagenicity of food and 
nutrients. In: Savić J, editor. Workshop SPECIFIC METHODS FOR FOOD SAFETY 
AND QUALITY-Proceedings. Serbia; 2008. p. 
34.  Willow JHL. Traditional Herbal Medicine Research Methods: Identification, Analysis, 
Bioassay, and Pharmaceutical and Clinical Studies. Wiley & sons; 2011. p. 448. 
35.  Mateuca R, Lombaert N, Aka PV, Decordier I, Kirsch-Volders M. Chromosomal 





36.  Polo SE, Jackson SP. Dynamics of ADN damage response proteins at ADN breaks: a 
focus on protein modifications. Genes & Development. 2011;25(5):409–33. 
37.  Berg SJVD, Restani P, Boersma M, Delmulle L, Rietjens I. Levels of Genotoxic and 
Carcinogenic Ingredients in Plant Food Supplements and Associated Risk Assessment. 
Food and Nutrition Sciences. 2011;02(09):989–1010. 
38.  EMEA. Guideline on the assessment of genotoxicity of herbal 
substances/preparations. London: Commite on herbal medicinal products. EMEA; 
[Internet] 2008. Consultado en 2012. Sep. 17. Disponible en 
http://www.emea.europa.eu/docs/en_GB/document_library/Scientific_guideline/2009/
09/WC500003569.pdf 
39.  Jordan S a, Cunningham DG, Marles RJ. Assessment of herbal medicinal products: 
challenges, and opportunities to increase the knowledge base for safety assessment. 
Toxicology and Applied Pharmacology: 2010;243(2):198–216. 
40.  Borras M. Biomarkers of genotoxicity and other end-points in an integrated approach 
to environmental risk assessment. Mutagenesis. 2004;19(3):165–8. 
41.  Suspiro A, Prista J. Biomarkers of occupational exposure do anticancer agents: a 
minireview. Toxicology Letters. Elsevier Ireland Ltd; 2011;207(1):42–52. 
42.  Freshney R. Culture of Animal Cells. A manual of basic technique and specialized 
applications. Wiley-Blackwell, ; 2010. p. 732. 
43.  Sinha BK, Kumar R. Principles of Animal Cell Culture. India: International Book 
Distributing Co. Bihar; 2008. p. 305. 
44.  Ekwall B, Silano V, Zucco F. Toxicity Tests with Mammalian Cell Cultures. In: 
Bourdeau P et al, editor. Short-term Toxicity Tests for Non-genotoxic Effects. John 
Wiley & Sons; 1990. p. 75–98. 
45.  Venegas L. Optimizaciones metodológicas de del l ensayo del cometa y su aplicación 
en biomonitorización humana. Universitat Autonoma de Barcelona; Tesis doctoral. 
Facultad de Biociencias [Internet] 2009. Consultado en [2012, Nov. 26] Disponible en: 
http://www.tdx.cat/bitstream/handle/10803/3930/lazv1de1.pdf?sequence=1 
46.  Stopper H, Muller S. General Cytotoxicity Micronuclei as a Biological Endpoint 
Genotoxicity : A Minireview for. Toxicology in vitro. 1997;11:661–7. 
47.  Fenech M. The in vitro micronucleus technique. Mutation research. 2000;455(1-2):81–
95. 
Evaluación de la actividad genotóxica de propóleos (Colombia) 63 
 
48.  Kirsch-Volders M, Decordier I, Elhajouji A, Plas G, Aardema MJ, Fenech M. In vitro 
genotoxicity testing using the micronucleus assay in cell lines, human lymphocytes 
and 3D human skin models. Mutagenesis. 2011;26(1):177–84. 
49.  Fenech M. Citokinesis block MN cytome assay. Nature Protocols. 2007;2(5):1084–
104. 
50.  Costa L, Hodgson E, Lawrwncw D, Reed D, W. G. Current protocols in toxicology: 
John Wiley & Sons; 2005. p. 2759. 
51.  Fenech M, Crott JW. Micronuclei, nucleoplasmic bridges and nuclear buds induced in 
folic acid deficient human lymphocytes-evidence for breakage-fusion-bridge cycles in 
the cytokinesis-block micronucleus assay. Mutation Research. 2002;504(1-2):131–6. 
52.  Fenech M, Chang WP, Kirsch-Volders M, Holland N, Bonassi S, Zeiger E. HUMN 
project: detailed description of the scoring criteria for the cytokinesis-block 
micronucleus assay using isolated human lymphocyte cultures. Mutation Research. 
2003;534(1-2):65–75. 
53.  Ritter D, Knebel J. Genotoxicity testing in vitro - development of a higher throughput 
analysis method based on the comet assay. Toxicology in vitro : 2009;23(8):1570–5. 
54.  Cotelle S, Férard J. Comet assay in genetic ecotoxicology: a review. Environ Mol 
Mutagen. 1999;34(4):246–55. 
55.  Kawaguchi S, Nakamura T, Yamamoto A, Honda G, Sasaki YF. Is the comet assay a 
sensitive procedure for detecting genotoxicity? Journal of Nucleic Acids. 
2010;2010:541050. 
56.  Dhawan A, Bajpayee M, Pandey AK, Parmar D. Protocol for the single cell gel 
electrophoresis / comet assay for rapid genotoxicity assessment. ITRC The 
SCGE/comet assay protocol. India; (cited 2012 Aug 5). p. 1–10. Disponible en: 
http://cometassayindia.org/COMET ASSAY GUIDELINES.pdf 
57.  Tice, R. R, Agurell E, Anderson D, Burlinson B, Hartmann A, Kobayashi H, et al. 
Single cell gel/comet assay: Guidelines for in vitro and in vivo genetic toxicology 
testing. Environmental and Molecular Mutagenesis. 2000;35(3):206–21. 
58.  Piperakis S. Comet assay: A brief history. Cell Biology and Toxicology. 
2009;25(1):1–3. 
59.  Francisco D, Arrebola A, Habana CDL. Actualización sobre el ensayo cometa y de 





60.  Miguel MG, Nunes S, Dandlen SA, Cavaco AM, Antunes MD. Phenols and 
antioxidant activity of hydro-alcoholic extracts of propolis from Algarve, South of 
Portugal. Food and chemical toxicology. 2010;48(12):3418–23. 
61.  Xu Y, Luo L, Chen B, Fu Y. Recent development of chemical components in propolis. 
Frontiers of Biology in China. 2009;4(4):385–91. 
62.  Peña R. Estandarización en propóleos : antecedentes químicos y biológicos. Cien. Inv. 
Agr: 2008;35(1):17–26. 
63.  Barbarić M, Mišković K, Bojić M, Lončar MB, Smolčić-Bubalo A, Debeljak Z, et al. 
Chemical composition of the ethanolic propolis extracts and its effect on HeLa cells. 
Journal of Ethnopharmacology. 2011;135(3):772–8. 
64.  Park YK, Ikegaki M, Abreu J a. DS, Alcici NMF. Estudo Da Preparação Dos Extratos 
De Própolis E Suas Aplicações. Ciência e Tecnologia de Alimentos. 1998;18(3):313–
8. 
65.  Medic-Saric M, Jasprica I, Mornar A, Smolcic-Bubalo, A. G. Quantitative analysis of 
flavonoids and phenolic acids in propolis by two-dimensional thin layer 
chromatography. Journal of Planar Chromatography - Modern TLC. 
2004;17(100):459–63. 
66.  Moreira L, Dias LG, Pereira JA, Estevinho L. Antioxidant properties, total phenols 
and pollen analysis of propolis samples from Portugal. Food and Chemical 
Toxicology. 2008;46(11):3482–5. 
67.  Miyamae Y, Yamamoto M, Sasaki YF, Kobayashi H, Igarashi-Soga M, Shimoi K, et 
al. Evaluation of a tissue homogenization technique that isolates nuclei for the in vivo 
single cell gel electrophoresis (comet) assay: a collaborative study by five laboratories. 
Mutation Research. 1998;418(2-3):131–40. 
68.  Agati G, Azzarello E, Pollastri S, Tattini M. Flavonoids as antioxidants in plants: 
Location and functional significance. Plant Science: 2012;196:67–76. 
69.  Galati G, O’Brien PJ. Potential toxicity of flavonoids and other dietary phenolics: 
significance for their chemopreventive and anticancer properties. Free radical biology 
& medicine. 2004;37(3):287–303. 
70.  Nagegowda D A. Plant volatile terpenoid metabolism: biosynthetic genes, 
transcriptional regulation and subcellular compartmentation. FEBS Letters, 
2010;584(14):2965–73. 
71.  Thoppil RJ, Bishayee A. Terpenoids as potential chemopreventive and therapeutic 
agents in liver cancer. World journal of hepatology. 2011;3(9):228–49. 
Evaluación de la actividad genotóxica de propóleos (Colombia) 65 
 
72.  Chemistry NP, Ah EBV. Potentially cancer chemopreventive and anti-inflammatory 
terpenoids from natural sources toshihiro akihisa. Studies in Natural Products 
Chemistry. 2003;29:73-126. 
73. Samara-Ortega N, Benitez-Campo N, Cabezas-Fajardo F. Actividad antibacterial y 
composición cualitativa de propóleos provenientes de dos zonas climáticas del 
departamento del cauca. Rev.Bio.Agro 2011;9(1). 
74.  Isla M, Paredes-Guzman J, Nieva-Moreno M, Koo H, Park Y. Some chemical 
composition and biological activity of northern Argentine propolis. J Agric Food 
Chem. 2005;53(4):1166–72. 
75.  Bartha OM, Fernandes C. Palynological analysis of Brazilian geopropolis sediments. 
Grana. 2003;42(2):121–7. 
76.  Angel Ana María. Tesis: Plantas tóxicas y venenosas de Tunja, Boyacá Colombia. 
[Tesis de pregrado en Biología]. Tunja: Universidad Pedagógica y Tecnológica de 
Colombia, Facultad de Ciencias básicas; 2009. 
77.  Pereira A, de Andrade S, de Oliveira S, Maistro E. First in vivo evaluation of the 
mutagenic effect of Brazilian green propolis by comet assay and micronucleus test. 
Food and chemical toxicology. 2008;46 (7):2580–4. 
78.  Leite-Silva C, Lima C, Gusmão S, Takahashi CS. Genotoxic and antigenotoxic effects 
of Fucus vesiculosus extract on cultured human lymphocytes using the chromosome 
aberration and Comet assays. Genet. Mol. Biol. 2007; 30 (1):105–111. 
79.  Ozkul Y, Silici S, Eroğlu E. The anticarcinogenic effect of propolis in human 
lymphocytes culture. Phytomedicine. 2005);12(10):742–7. 
80.  Fu PP, Xia Q, Lin G, Chou MW. Genotoxic Pyrrolizidine Alkaloids — Mechanisms 
Leading to ADN Adduct Formation and Tumorigenicity. International Journal of 
Molecular Sciences. 2002;3(9):948–64. 
81.  Gregoris E, Stevanato R. Correlations between polyphenolic composition and 











Aneugénesis: proceso de alteración del número normal de cromosomas en el que se pierde uno de los 
cromosomas homólogos o aparece un cromosoma adicional al complemento normal de  dos 
homólogos. 
Ácido caféico (CAPE): compuesto orgánico que es clasificado como un ácido hidroxicinámico. Se 
encuentra en todas las plantas debido a que es un intermediario clave en la biosíntesis de la lignina. 
Citocalasina–B: molécula aislada del hongo Helminthosporum dematoideum, que inhibe la 
polimerización de actina, impidiendo la citocinesis celular a través de la imposibilidad de crear el 
anillo nicrofilamentoso para la partición celular. Esta molécula no afecta a las fibras del huso ni a la 
división del núcleo, permitiendo la observación de células  monodivididas binucleadas.  
Clastogénesis: proceso que causa rupturas cromosómicas y ganancias, pérdidas o reordenamiento de 
los fragmentos cromosómicos. 
Dimetilsulfóxido (DMSO): líquido orgánico sin color que contiene sulfóxido, usado como disolvente 
orgánico industrial, como criopreservante y como un medicamento. 
Ex vivo: se refiere a la experimentación en el interior o de los tejidos vivos en un ambiente artificial 
fuera del organismo, con la mínima alteración de las condiciones naturales.  
Fitoestrógenos: compuestos químicos no esteroideos, que se encuentran en los vegetales pero son 
similares a los estrógenos humanos, y con acción similar (efecto estrogénico) u opuesta (efecto 
antiestrogénico) a éstos. 
Fitohemaglutinina: es una lectina ampliamente distribuida entre la legumbres y en algunas 
oleaginosas incluida la soja Glycine max que aglutina eritrocitos y leucocitos. Además estimula 
inespecíficamente la proliferación de células T 
Gomas: Sustancia viscosa e incristalizable que naturalmente, o mediante incisiones, fluye de diversos 
vegetales y después de seca es soluble en agua e insoluble en el alcohol y el éter. 
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Herviborismo: depredación en el que el depredador es un animal y la presa una planta que a menudo 
no muere, pero que frecuentemente queda dañada en mayor o menor medida 
Hystopaque ficoll: es una solución de gradiente de Ficoll diseñado para técnicas de separación de 
células. 
In vivo: se refiere a experimentación hecha dentro o en el tejido vivo de un organismo vivo, por 
oposición a uno parcial o muerto. Ejemplo: pruebas con animales y los ensayos clínicos 
In vitro: se refiere a una técnica para realizar un determinado experimento en un tubo de ensayo, o 
generalmente en un ambiente controlado fuera de un organismo vivo 
Látex: jugo propio de muchos vegetales, que circula por los vasos laticíferos. Es de composición muy 
compleja y de él se obtienen sustancias tan diversas como el caucho. 
Medio de cultivo RPMI: Medio diseñado para el crecimiento de linfoblastos y líneas celulares en 
suspensión 
Mucílagos: sustancia viscosa, de mayor o menor transparencia, que se halla en ciertas partes de 
algunos vegetales. 
Palinología: ciencia que estudia el polen y las esporas, vivos o fósiles. 
Pecoreadoras: abejas que salen a recoger el néctar de las flores  
Polifenoles: sustancias químicas encontradas en plantas caracterizadas por la presencia de más de un 
grupo fenol por molécula.  
Resina: sustancia sólida o de consistencia pastosa, insoluble en el agua, soluble en el alcohol y en los 
aceites esenciales, y capaz de arder en contacto con el aire, obtenida naturalmente como producto que 
fluye de varias plantas.  
Yema: brote embrionario de los vegetales constituido por hojas o por esbozos foliares a modo de 
botón escamoso del que se desarrollarán ramas, hojas y flores. 
Xenobiótico: sustancia contaminante de naturaleza química, que produce efectos tóxicos, o al menos 










               
  




Análisis de Varianza para longitud de cola de cometa 
ANOVA Table for LongitudCola by name   
Analysis of Variance     







119147 9 13238,5 17 0 
Within groups 226596 291 778,68     
Total (Corr.) 345742 300       
 
Prueba de rango múltiplde Tukey 
Multiple Range Tests for Longitud Cola by name 
Method: 95.0 percent Tukey 
HSD 
 




Negativ 30 9,1 e 
DMSO 31 28,9355 ed 
SM 0.01 30 32,3333 dc 
UN 0,01 30 38,2333 dc 
SM 0,03 30 44,8 dcb 
SM 0.04 30 52,3333 cba 
UN 0,03 30 66,1 ba 
UN 0.04 30 67,8 a 
UN  0.06 30 69,9667 a 










Análisis de varianza para Porcentaje de ADN 
ANOVA Tabla para Porcentaje de ADN en Cola 
  Análisis de Varianza  
 
    
Source 
Sum of 
Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value 
Between groups 23703,7 9 2633,75 12,12 0 
Within groups 63253,7 291 217,367     
Total (Corr.) 86957,4 300       
 
Multiple Range Tests for Porcentaje de ADN en la Cola 
Method: 95.0 percent Duncan 
 
 name Count Mean Homogeneous Groups 
Control Negativ 30 21,664 c 
DMSO (0,1%) 31 27,1839 c 
SM 0.01 30 28,8537 c 
SM 0.03 30 37,962 b 
UN 0.01 30 39,008 ba 
UN 0.03 30 44,1967 ba 
UN 0.04 30 45,6643 ba 
SM 0.04 30 46,4727 a 
SM 0.06 30 46,5033 a 
UN 0.06 30 46,8343 a 
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Anexo 5 
Análisis de varianza para momento de la cola 
ANOVA Table for Momento Cola by name 
  Analysis of Variance 
 
    
Source 
Sum of 
Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value 
Between groups 42213,9 9 4690,44 17,83 0 
Within groups 76297,2 290 263,094     
Total (Corr.) 118511 299       
 
 
Multiple Range Tests for MomentoCola by name 








Negativ 29 2,32379 e 
DMSO (0,1%) 31 7,99323 e 
SM 0.01 30 9,547 ed 
SM 0.03 30 13,4923 ed 
UN 0.01 30 15,3627 edc 
SM 0.04 30 22,6 dcb 
UN 0.03 30 28,0117 cba 
SM 0.06 30 34,3167 ba 
UN 0.04 30 34,4403 ba 
UN  0.06 30 37,3713 a 
 
 
 
 
 
 
